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Аннотация. Компьютерная обработка видеоряда с тест-организмами является перспектив-
ным направлением развития биотестирования, так как значительно увеличивается пропуск-
ная способность методов в единицу времени и одновременно учитывается несколько тест-
реакций. Цель работы – разработка и апробация автоматизированного способа учёта ком-
плекса тест-функций D. magna для дальнейшей оценки токсичности водных сред. Видео с 
D. magna обрабатывали средствами языка программирования Python с применением биб-
лиотеки компьютерного зрения OpenCV. Разработанный программный алгоритм позволяет 
обнаруживать особей D. magna разного возраста, определять их линейные размеры, скоро-
сти и ускорения. Такой функционал, применённый к модельным группам D. magna, позво-
ляет оценивать острую токсичность (по летальным и сублетальным эффектам) и хрониче-
скую токсичность проб (по количеству родившейся молоди и её физиологическим реакци-
ям). 
Ключевые слова: биотестирование, Daphnia magna, двигательная активность, алгоритмы 
обнаружения движущихся объектов 
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ВВЕДЕНИЕ 

Биотестирование использовалось для оценки качества окружающей среды за-
долго до появления компьютеров и цифровой техники. Первые методы биотести-
рования – визуальные оценки реакций тест-организмов – используются до сих пор, 
являются классическими и рекомендованы протоколами международных и нацио-
нальных стандартов (ФР.1.39.2007.03222, 2007; ISO 6341:2012, 2012; OECD. Test 
No. 202, 2004). Вслед за ними появлялись приборы для экотоксикологического ана- 
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лиза, в России получили распространение Биотокс-10М, Биотестер, Измеритель 
плотности суспензии, Флюорат. В аналитической работе (Kokkali, van Delft, 2014) 
обобщены данные по 60 видам приборов, позволяющих автоматизировать некото-
рые операции при биоанализах, большинство из них оценивают численность, флу-
оресценцию и биолюминесценцию одноклеточных тест-организмов, иммобилиза-
цию многоклеточных организмов и только 5 приборов имеют возможность оцени-
вать двигательную активность рыб и ракообразных. 

Согласно этике по обращению с лабораторными животными, среди многокле-
точных тест-организмов предпочтение отдается низшим ракообразным (Häder, 
2018a, b). Daphnia magna – зоопланктонный организм, встречающийся в пресно-
водных экосистемах, космополит. В то же время дафнии – удобный модельный 
организм, который хорошо изучен и не менее успешно используется в экотоксико-
логических исследованиях, чем млекопитающие (Guilhermino et al., 2000). Физио-
логические реакции низших ракообразных являются ценными экспрессными тест-
функциями для сравнения острой токсичности различных веществ (Pawlik-
Skowrońska, Bownik, 2021). 

В литературе имеется множество экотоксикологических сведений, получен-
ных с помощью оценки тест-функции двигательной активности дафний и её про-
изводных (скорость, частота скачков и т.д.), но степень автоматизации обработки 
видеоданных не совершенна. Так, в работе (Pawlik-Skowrońska, Bownik, 2021), 
опирающейся на метод, описанный (Shimizu et al., 2002), положение дафнии опре-
делялось щелчком мыши по её изображению на одном видеокадре, затем про-
граммное обеспечение автоматически перемещало видеоклип к следующему кад-
ру, то есть работа по отслеживанию организма проводилась вручную «покадровым 
методом». Этот же ручной покадровый метод, дополненный обработкой результа-
тов с помощью программного обеспечения Tracker® 5.1.0 используется в исследо-
вании (Szabelak, Bownik, 2021). В работе (Moison et al., 2012) длительность видео-
наблюдения была 60 мин, что, вероятно, усложняло обработку данных. 

Результаты использования технологии компьютерного зрения легли в основу 
программно-аппаратного комплекса «Анализатор токсичности TrackTox», который 
позволяет распознавать тест-организмы, оценивать скорость, пройденное расстоя-
ние за единицу времени, высоту плавания относительно дна кюветы, ориентацию 
организмов в пространстве, сложность траектории (фрактальная размерность) 
(Никитин и др., 2022; Nikitin et al., 2015). Предлагаемое время обработки видео-
изображений, полученных на данном комплексе, составляет 30 мин. Характери-
стика метода может быть улучшена. Альтернативное развитие способов учёта 
тест-функций гидробионтов будет способствовать становлению автоматизирован-
ного этапа биотестирования и накоплению новых научных данных. 

Цель данной работы – разработать автоматизированный способ учёта ком-
плекса тест-функций D. magna, включающих сублетальные реакции (изменения 
двигательной активности), смертность и хронические эффекты (плодовитость осо-
бей) для дальнейшей оценки токсичности водных сред. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Тест-организмы и получение видеоряда с ними. Для получения видеоизобра-
жений и их обработки использовали лабораторную культуру D. magna. В воду пи-
тьевого качества, долговременно используемую для культивирования D. magna, 
помещали тест-организмы – по одному и группами. При первичной апробации 
алгоритма обнаружения живого движущегося объекта работали с одной особью. 
Далее программу испытывали на модельных группах. 

Дафнии помещались в стеклянный химический стакан с диаметром дна 3 см, 
уровень воды составлял 1.5 см. Стакан, в свою очередь, помещался в цилиндриче-
скую камеру, по периметру которой была проложена светодиодная лента, созда-
вавшая одинаковый уровень освещения со всех сторон. Съемку начинали через 
10 мин после манипуляций для нивелирования тактильного стресса организмов.  

Видео были получены с помощью веб-камеры, закрепленной на штативе на 
высоте 20 см от поверхности воды. Время видеосъемки – 5 мин. Разрешение ви-
део – 720×1080 пк, частота кадров – 25 кадр. /с. 

Методы обработки видеоданных. Для реализации алгоритма обнаружения 
живых движущихся организмов и оценки их параметров использовался язык про-
граммирования Python с применением библиотеки компьютерного зрения 
OpenCV. 

Последовательно решались 3 основные задачи: обнаружение движущихся жи-
вых объектов на основе метода оценки фона, отслеживание объектов в последую-
щих кадрах и определение их параметров. 

Для улучшения визуального качества изображения и повышения точности 
обнаружения объектов сначала выполнялась предобработка изображения. Она 
включала методы гамма-коррекции и нерезкого маскирования, позволяющие вы-
ровнять яркость фоновых пикселей и повысить контраст небольших объектов 
(Гонсалес, Вудс, 2012). 

Дальнейший алгоритм обнаружения живых организмов был реализован на 
основе метода вычитания фона. В качестве математической модели фона исполь-
зовалась смесь гауссовых распределений (GMM), описанная в (Bouwmans et al., 
2008; Mathias et al., 2021). Данная модель адаптирована к изображениям с фикси-
рованным или медленно меняющимся фоном и хорошо зарекомендовала себя для 
обнаружения движущихся объектов, в том числе находящихся под водой (Mathias 
et al., 2021). 

В соответствии с моделью (Mathias et al., 2021), вероятность наблюдения те-
кущего (k-го) значения яркости каждого пикселя определялась формулой:  

   
1

s
k k k

k j k j j
j

P X w N X ,


   , 

где Xk – это смоделированная функция распределения Гаусса, wj
k, μj

k, σj
k – вес, ма-

тематическое ожидание и среднеквадратичное отклонение j-го распределения k-го 

наблюдения соответственно;  k k
k j jN X ,   – функция плотности нормального 

распределения; S – количество распределений в смеси. 
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Для каждого пикселя последующего кадра на основе расстояния Махаланоби-
са (Bouwmans et al., 2008) определялось, какому распределению соответствует но-
вое значение. Затем по отношению k k

j jw 
 

принималось решение о принадлежно-

сти пикселей фону или объекту. Очевидно, что пиксели с малым весом и большим 
среднеквадратичным отклонением будут принадлежать движущимся объектам, а 
пиксели с большим средним и малым среднеквадратичным отклонением – фону.  

Для последующих кадров выполняется обновление параметров распределе-
ний яркостей пикселей. Если предварительно полученная по k-кадрам нормализо-
ванная гистограмма существенно отличается от текущей, то эта гистограмма заме-
няется новой и смешанная модель фона перестраивается. Таким образом, алгоритм 
позволяет обнаружить подвижные объекты на изображениях, в том числе объекты, 
которые некоторое время были не подвижны, а потом продолжили движение. 

Изображение после вычитания фона содержало небольшие фрагменты другой 
яркости (от одного до нескольких пикселей) как на фоновом поле, так и на объек-
тах интереса. Для их устранения применяли морфологические операции размыка-
ния (Opening) и замыкания (Closing) (Гонсалес, Вудс, 2012). 

Предполагаемые объекты интереса выделяли прямоугольной рамкой, и им 
присваивали нумерованные метки. Для каждого объекта вычисляли координаты 
центров как среднеарифметическое значение координат составляющих его точек. 

Для повышения точности и скорости работы алгоритма на  последующих кад-
рах использовали алгоритм отслеживания объектов, основанный на дискримина-
ционно-корреляционном фильтре с канальной и пространственной надежностью 
(DCF-CSRT Tracker) (Lukežič et al., 2018). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ 

Программа обнаружения живых движущихся объектов. Результат работы 
алгоритма вычитания фона с использованием смеси гауссовых распределений по-
казан на рис. 1. 

Программная обработка видеопоследовательностей позволяет выполнить: об-
наружение и подсчёт количе-
ства движущихся особей 
D. magna; вычисление пло-
щади движущегося объекта в 
различных проекциях с даль-
нейшим автоматическим вы-
бором проекции с макси-
мальным количеством пик-
селей, что характеризует ре-
зультирующий размер даф-
нии. Оценка количества пик-
селей, принадлежащих жи-
вому организму, по множе-
ству кадров позволит в даль-
нейшем определять морфо-

  
а / a                                           б / b 

 

Рис. 1. Внешний вид первоначального кадра видеоряда с
D. magna (а) и после «вычитания фона» (б) 
Fig. 1. Appearance of the raw frame from the video with
D. magna (a) and that of the image after background sub-
traction (b) 
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логические параметры объекта – длину и ширину, что также имеет диагностиче-
ское значение. Метод вычитания фона позволяет производить как ярко окрашен-
ных дафний, так и частично лишенных пигментирования вследствие токсического 
воздействия:  

- оценку координат центров тест-организмов для дальнейшего расчета скоро-
сти и ускорения гидробионтов; 

- оценку скорости движения организмов по измеренным координатам центров 
объектов в соседних кадрах с учетом кадровой частоты; 

- оценку ускорения организмов – по быстроте изменения скорости организмов; 
- визуализацию траектории движения – временной ряд координат центров 

живых объектов. 
Скорость и ускорение движения организмов вычисляются в каждом втором 

кадре. На рис. 2 представлены варианты отражения обработки видеоданных с од-
ной взрослой особью и четырьмя новорожденными особями D. magna. 

Основные параметры тест-организмов выводятся на экран и могут быть ис-
пользованы для дополнительной обработки массивов данных. Время обработки 
одного кадра – 110 мс, 5-минутной записи – 30 с. 

Характеристики живых движущихся объектов. В таблице обобщены пара-
метры D. magna, вычисленные с помощью разработанной программы. 

Программа безошибочно определяла количество дафний, помещённых в экс-
периментальную ёмкость. Для небольшого количества особей эта операция легко 
выполняется визуально. Однако автоматизация процесса крайне необходима при 
большом потоке анализов, а также при подсчете молоди, родившейся в экспери-
менте по определению хронической токсичности пробы. Успешное обнаружение и 
оценка параметров как взрослых особей D. magna, так и суточной молоди, под-
тверждает возможность использования программы как для кратких экспериментов 
по определению острой токсичности, так и для продолжительных токсикологиче-
ских испытаний на хроническую токсичность. Препятствий для отслеживания 
большего количества D. magna нет. В литературе имеются сведения об одновре-
менном видеонаблюдении D. magna в количестве 50 штук (Nasyrova, Nikitin, 
2020). 

 

 
 

Рис. 2. Обнаружение живых объектов, их траектории и основные параметры 
Fig. 2. Detection of living objects, their trajectories and basic parameters 
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Соответствие параметров D. magna, оцениваемых автоматически, тест-реакциям и уровням 
наблюдаемых эффектов 
Table. Compliance of D. magna parameters estimated automatically with test reactions and ob-
served effect levels 

Параметр, оцениваемый программой / 
Parameter evaluated by the program 

Тест-реакции /  
Test reactions 

Уровень эффектов / Effect level 

Количество движущихся взрослых 
особей, шт. / Number of moving adults, 
pcs. 

Выживаемость и  
cмертность* / Survival 

and mortality  

Летальные / Lethal 

Площадь, мм2 / Area, mm2 Линейные размеры / 
Linear dimensions 

Сублетальные 
(для первого 

импактного поко-
ления) / Sublethal 
(for the first impact 

generation) 

Хронические (для 
последующих 
поколений) / 

Chronic (for later 
generations) 

Скорость, мм/с / Speed, mm/s Двигательная активность / 
Motor activity Ускорение, мм2/с / Acceleration, mm2/s 

Количество движущейся молоди / 
Number of moving juveniles 

Плодовитость / Fertility Хронические / Chronic 

Примечание. * – вычисляется с учетом разницы количества опытных особей, поме-
щенных в тест-среду, и количества особей, обнаруженных после необходимой экспозиции. 

Note. * – the parameter is calculated taking into account the difference between the number 
of experimental individuals placed in the test environment and the number of individuals found 
after the required exposure. 

 
Площадь движущихся дафний определялась по количеству выделенных пик-

селей. Для определения реальной площади изображение в пикселях соотносилось 
с размерами в пространстве. Зная, что реальный диаметр емкости для наблюдений 
равен 3 см, и то, что длина особи больше ширины в 1.5 раза, можно вычислить 
линейный размер (длину) каждой дафнии по формуле L = 2√(3S/2π), где L – длина 
особи, S – площадь, мм2. Так, для взрослой особи (см. рис. 2) L = 2√(3S/2π) = 
= 2√(3ꞏ16.6/2π) = 5.6 мм. Для молодой особи L = 1.9±0.5 мм. 

Скорость и ускоре-
ние дафний могут быть 
самостоятельными тест-
функциями, но, пользу-
ясь классической терми-
нологией, их можно от-
нести к двигательной 
активности особей. Ско-
рость тест-организмов 
варьировала в широких 
пределах. Это объясняет-
ся скачкообразным ха-
рактером движения даф-
ний, что видно на рис. 3. 

Вероятно, каждый 
максимальный пик на 
графиках связан со скач-
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Рис. 3. Скорость движения пяти D. magna в одной емкости 
Fig. 3. Movement speed of five D. magna in one container 
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кообразным периодическим перемещением дафнии в воде, а промежуточные пики 
объясняются вращениями и поворотами рачков в пространстве. 

На кадрах, показанных на рис. 3, ювенильные дафнии двигались со скоростью 
от 2.40 до 5.6 мм/с. Их средняя скорость составила 3.2±0.8 (M±δ). Взрослая особь 
двигалась быстрее – 6.68 мм/с, что вполне закономерно. Ускорения у молодых 
особей также были ниже, чем у взрослой особи: 32.8±6.3 по сравнению с 
45.7 мм/c2. Безусловно, дисперсия значений и ошибка среднего уменьшится при 
возрастании количества наблюдаемых объектов. 

Первичное тестирование программы в экспериментах с модельными токси-
кантами и реальными пробами показало, что предложенный метод чувствителен и 
экспрессен. Так, после суточной экспозиции D. magna в пробе подземной воды, в 
которой превышен норматив по содержанию бора в 20 раз, средняя скорость орга-
низмов составила 5.0±0.9 мм/с, а ускорение 29.1±5.1 мм/c2, что было меньше кон-
трольных показателей в 1.5 и 1.4 раза соответственно (р < 0.05). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ 

Смертность и плодовитость низших ракообразных являются основными тест-
функциями, используемыми для определения токсичности, однако обнаружение 
тонких изменений, вызванных некоторыми химическими веществами в низких 
концентрациях или другими стресс-факторами, может потребовать более чувстви-
тельных биомаркеров (Bownik, 2017). Тесты на основе двигательной активности 
D. magna в настоящее время включают в токсикологические испытания новых пе-
стицидов наряду с оценкой генотоксичности, уровня окислительного стресса и 
подавлением размножения (Zhang et al., 2023). С помощью тестов на изменение 
частоты сердечных сокращений и двигательной активности трех гидробионтов, 
включая D. magna, показано, что инсектициды карбарил и фенитротион оказывают 
экологически значимое воздействие при концентрациях, ниже их допустимого 
уровня (Bedrossiantz et al., 2023). Имеются примеры низкой чувствительности 
D. magna в части изменения активности плавания: полистирольные нанопластики 
(0.05 и 0.5 мкг/мл) не изменяли двигательную активность рачков в течение 21 дня 
(De Felice, 2022). При этом ученые соглашаются в необходимости автоматизиро-
ванного учёта физиологических реакций тест-организмов и важности накопления 
научных данных о сублетальных реакциях на различные воздействия. 

Алгоритмы, разработанные на основе программы Python и описанные в дан-
ной работе, позволяют оценивать несколько тест-функций, производных от фи-
зиологической активности дафний. Подходы, которые применялись для обработки 
видеопоследовательностей, соответствуют современным междисциплинарным 
методам, рекомендуемым для подобных операций (Häder, 2018a, b). 

Оценка количества не иммобилизованных особей может осуществляться без 
видеозаписи, но не будет непрерывной. Перспектива оценки количества подвиж-
ных особей показана в работах, где токсиканты не действовали летально, но сни-
жали время активного плавания рачков (Untersteiner et al., 2003; Ferrão-Filho et al., 
2014). 
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Показанная в данной работе возможность отслеживания морфологических 
параметров D. magna также имеет важное диагностическое значение. Например, в 
работе (Shahmohamadloo et al., 2020) показано, что природные токсиканты микро-
цистины влияют на скорость соматического роста дафний. Такие параметры удоб-
нее измерять не прямым микроскопированием, а бесконтактным и непрерывным 
видеонаблюдением за параметрами объектов. 

Впоследствии анализ траекторий движения дафний и их сравнение с кон-
трольными данными будет способствовать выделению аномальных моделей пла-
вания. Нарушение координации D. magna в пространстве, дезориентация по отно-
шению к источнику света свидетельствуют о нейротоксичности веществ (He et al, 
2023). Использование высокосортной камеры позволит доработать программу в 
части учета дополнительных тест-функций: частоты сердечных сокращений даф-
ний, взмахов конечностей. Камера с частотой кадров 200 в секунду позволяет фик-
сировать эти реакции D. magna и определять кардиотоксичность водных сред и 
веществ (Kwon et al., 2021). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Методы биотестирования до сих пор уступают по производительности хими-
ческим методам анализа. С помощью технологий автоматизированного учёта ре-
акций лабораторных тест-организмов возможно добиться не только увеличения 
пропускной способности методов биотестирования, но и значительного увеличе-
ния числа оцениваемых тест-функций, что в итоге будет способствовать формиро-
ванию и внедрению в практику методологии системного биотестирования. 

В проведенном исследовании показаны возможности разработанного алго-
ритма и программы: обнаружение движущихся особей D. magna разного возраста, 
определение их линейных размеров, скорости и ускорения. Преимущества обна-
ружения подвижных взрослых и новорожденных особей заключаются в том, что 
может проводиться автоматическая оценка как острой токсичности проб – по ко-
личеству оставшихся в живых импактных особей, так и оценка хронической ток-
сичности проб по плодовитости D. magna – благодаря обнаружению молоди в 
функционале программы. Кроме того, показатели двигательной активности моло-
ди, рожденной в пробе, будут дополнительными тест-функциями при оценке хро-
нического воздействия пробы. 
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Abstract. Computer processing of a video sequence with test organisms is a promising direction in 
the development of biotesting, as the throughput of methods per unit time increases significantly 
and several test reactions are taken into account simultaneously. The aim of the work is to develop 
and test an automated method for considering a complex of D. magna test functions for further as-
sessment of the toxicity of aquatic environments. Videos with D. magna were processed using the 
Python programming language and the OpenCV computer vision library. The developed algorithm 
makes it possible to detect D. magna individuals of different ages, to determine their linear dimen-
sions, velocities and accelerations. This functionality, applied to model groups of D. magna, 
makes it possible to assess the acute toxicity (by lethal and sublethal effects) and chronic toxicity 
of samples (by the number of juveniles born and their physiological reactions). 
Keywords: biotesting, Daphnia magna, locomotor activity, algorithms for detecting moving objects 
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