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Ozet: Cevresel mikroorganizmalar, dogal (goller, akarsular, denizler, hava, toprak vs) ve yapay (askida ve bagh
biiyiimeli biyolojik reaktorler, oksidasyon havuzlari, yapay sulak alanlar vs), ortamlarda bulunan, ¢evresel agidan
onemli, ¢iplak gozle goriilemeyen mikroskobik canlilardir. Cevresel mikroorganizmalarin siniflandirilmasi
¢evresel kalitenin izlenmesi ve biyolojik reaktorlerin isletilmesinde ¢ok 6nemli olmaktadir. Ancak, mevcut manuel
yontemlerle mikrobiyolojik analizler olduk¢a zaman alici, zahmetli ve pahali olmaktadir. Son yillarda optik ve
yazilim teknolojisindeki hizli gelismeler bakteri ve protozoa gibi kiigiik canlilarin (0,1-100 pm) mikroskoplar
yardimiyla hizli olarak tanisina ve sayilmasina kavramsal olarak imkan tanimstir. Dijital imaj prosesleme olarak
bilinen bu yeni smniflandirma teknolojisinde dncelikle olarak mikroorganizmalarin olarak tercihan uygun bir boyar
madde ile boyamasi yapilarak mikroskop ile goriintiisii ¢ekilir, Daha sonra bu goriintii morfolojik olarak islenerek
bilgisayarin hafizasina alinir. Mevcut olan islenmis goriintiilerle kargilagtirma yapilarak mikroorganizmanin tanisi
gergeklestirilir. Bu c¢alismada ¢ok iizlin siireler alan zahmetli klasik yontemler ve pahali olan molekiiler
mikroorganizma tayin yontemlerine kiyasla avantajli goriilen imaj prosesleme yontemi kavramsal olarak
anlatilmig ve yapilan sinirl ¢aligmalar hakkinda bilgi verilmistir.
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Determination of Environmental Microorganisms by Image Analysis
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Abstract: Environmental microorganisms are microscopic organisms found in natural (lake, river, sea, air, soil,
etc) and artificial (suspended and attached biological reactor, oxidation ponds, constructed wetlands etc)
environments that cannot be seen with the naked eye. The classification of environmental microorganisms is very
important in monitoring environmental quality and operating biological reactors. However, microbiological
analyzes are quite time consuming, laborious and expensive by conventional methods. In recent years, rapid
advances in optical and software technology have allowed conceptualization and rapid recognition of small
organisms such as bacteria and protozoa (0.1-100 pm) by means of microscopes. In this new classification
technology, which is known as digital image processing, the microorganisms are preferably stained with a suitable
dyestuff with taking the images by microscobe, after this image is processed morphologically and then taken into
the computer's memory. Identification of the microorganism is performed by comparing with the processed
images. In this study, the method of image processing which is very advantageous compared to the laborious
classical methods and the expensive molecular microorganism determination methods, are explained conceptually
and information about the limited studies are given.
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GIRIS

Elektromanyetik spekturumun goziimiizle ayirt edebildigimiz kismima optikal dendigi icin
gordiigiimiiz nesneler optikal imaj olarak isimlendirilir. Insanoglunun gériisii mucizevi bir olay olmak
birlikte, niteliksel ve siibjektiftir, yani goriinen objelerin sayis1 ve 6zellikleri kisiye gore degismektedir.
Giiniimiizde gelisen bilgisayar teknolojisi ile imajin niceliksel 6zellikleri insan goziinden daha iyi analiz
edilebilir, dolayisiyla imajin siibjektifligi azaltilabilir. Nesnelerden alinan fotograflar, bilgisayarlara
islenebilen ve analiz edildikten sonra objektif morfolojik nicel bilgilere ulagima imkan veren ¢ok sayida
kiictik noktalar (piksel) olugsmaktadir. Bilgisayarla veri isleme teknolojisindeki gelismeler, rekabet ve
buna bagli olarak fiyatlarin diismesi ¢evre bilimi ve biyoteknolojisi alaninda bu alanda kesfedilmeye
acik yeni metodolojilerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Giiniimiizde kisaca nesnelerden elde edilen
fotograflarin analizden bilgi elde edilmesi olan imaj analizi ile mikroorganizmalarin tanisi ve sayimi ile
ilgili ciddi mesafeler alinmustir [,
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Cevresel mikroorganizmalar, dogal (goller, akarsular, denizler, hava, toprak vs) ve yapay (askida
ve bagl biiyiimeli biyolojik reaktorler, oksidasyon havuzlari, yapay sulak alanlar vs), ortamlarda
bulunan, g¢evresel agidan Onemli, ¢iplak gozle goriilemeyen mikroskobik canlilardir. 0,1-100 pm
arasinda degisen bakteri ve protozoa gibi mikroskobik canlilar sadece mikroskoplar ile gériilebilir 2.
Cevresel mikroorganizmalarin smiflandirilmas1 hem biyolojik aritma proseslerinin hem de g¢evresel
kalitenin izlenmesi agisindan 6nemli bir indikatordiir. Cevre ortaminda bulunan mikroorganizmalar
ortamin fiziksel kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine hassas olduklarindan sayilar1 ve tiirlerinin ne oldugu
cevresel kalite veya biyolojik aritmanin performansi hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir.

Cevresel mikroorganizmalarin sayilmasi ve tiirlerin birbirinden ayirt edilmesi c¢evresel
mikroorganizmalarin ¢ok sayida olmasi ve gozle goriilemeyecek kadar kiiciik olmas1 nedeniyle oldukca
zordur. Cevresel bakterilerin tanisi i¢in cogu biyokimyasal, molekiiler ve kiitle spektrum gibi farkli tan
tekniklerine dayanan yontemler mevcut olmasina ragmen bunlar zor, zaman alici, olduk¢a uzman kisiler
gerektiren ve pahali yontemlerdir. Bilgisayar, goriintii ve mikroskobi teknolojisindeki son yillardaki
hizli gelisimle birlikte, bu yontemler yerini dijital teknolojiye dayanan otomatik ve yar1 otomatik
kantitatif imaj analiz tekniklerine birakmaya baslamaktadir.

Bu derleme ¢alismasinda 6zellikle ¢evresel mikroorganizmalarin tanisinda kullanilan tekniklerden
kisaca bahsedilerek, son yillarda gelisen dijital imaj isleme ile mikroorganizmalarim belirlenmesi
teknolojisinin geldigi diizey degerlendirilmistir.

MIKROORGANIZMALARIN TANISINDA KULLANILAN YONTEMLER

Mevcut Yontemler

Cevre ortamidaki mikrobiyal kirlenmeyi tespit etmek, aritma tesislerinin performansini
degerlendirmek, epdemiyologlarin hastaligin kaynagmi bulmasi ve kilinik tedavi i¢in patojenlerin
tanisinda degisik teknik ve metotlar kullanilmaktadir. Cevresel mikroorganizmalarin tanisinda bu zaman
kadar kullanilan yontemler genel olarak biyokimyasal, molekiiler ve kiitle spektrometrik yontemlerdir.
Bunlardan bazilar1 asagidaki gibidir.

Diferansiyal boyama

Bakterilerin tanimlanmasindaki ilk adimlardan biri, diferansiyel boyamadir. Bakterilerin cogu gram
pozitif veya gram negatiftir. Aside dayanikli boyalar gibi diger diferansiyel boyamalar daha siirli bir
mikroorganizma grubu i¢in kullanigl olabilir. Bu boyalarn hiicre duvarlarinin kimyasal bilesimine
dayandigin1 ve bu nedenle duvarsiz bakterileri veya siradis1 duvarlara sahip olan arkelar1 belirlemede
kullamlamamaktadir 1!,

Biyokimyasal testler

Enzimatik aktiviteler bakterileri ayirt etmek icin yaygin olarak kullanmilmaktadir. Birbirine
benzeyen bakteriler bile biyokimyasal testlere tabi tutularak genellikle farkli tiirlere ayrilabilir.
Laborantlar patojenleri hizli bir sekilde tanimlayabilmeleri i¢in bir takim testler gelistirilmistir.
Enterobacteriaceae familyasinin tiim iiyeleri oksidaz negatifdir. Enterik bakteriler arasinda Escherichia,
Enterobacter, Shigella, Citrobacter ve Salmonella cinslerinin iiyeleri bulunur. Laktozu fermente ederek
asit ve gaz lreten Escherichia, Enterobacter ve Citrobacter, asit ve gaz liretmeyen Salmonella ve
Shigella'dan ayrilabilir. Sekil 1’de gosterildigi gibi daha ileri biyokimyasal testler cinsler birbirinden
aytrabilir.
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Can they
ferment lactose?
No Yes
Can they use Can they use
citric acid as thelr citric acid as their
sole carbon source? sols carbon source?
No Yes No Yes
Saimonealia: Can they Do they
producss lysine gensraly terment produce
producss H,S sorbitol? acstoin?
No Y&s No Yes
E.coliO157 other Escherichia Citrobacter Enterobacter

Sekil 1. Secilmis enterik bakteri tiiriinii tanimlamak i¢in metabolik 6zelliklerin kullanilmasi

Bakterileri belirlemek igin ihtiyag duyular siire secici ve farkli besi ortamlarinin kullanilmasi ve
hizli teshis yontemleri ile azaltilabilir. Segici ortam, rakip organizmalarin biiylimesini baskilayan ve arzu
edilenlerin biiylimesini tesvik eden bilesenler icerir. Diferansiyel ortam, istenen organizmanin bir
sekilde ayirt edici olan bir koloni olusturmasini saglar. Bu islemlerin daha hizli yapilabilmesi igin hizl
test sistemleri ticari olarak 6zellikle insan sagligi s6z konusu oldugu icin gelistirilmistir. Bu yontemler
ozellikle enterik mikroroganizmalar gibi medikal mikrroganizmalar i¢in gelistirilmistir. Bu hizh testler
genellikle birgok biyokimyasal testi es zamanli 4-24 saat igerinde gergeklestirebilmek igin
tasarlanmigtir. Pek c¢ok testte test sonuglari testlerin goreceli giivenilirligi ve 6nemine gore 1-4 arasinda
derecelendirilir, elde edilen toplam skor veri tabanindaki bilinen mikroorganizmalarin skorlar ile
karsilagtirilir. Sekil 2'de bilinmeyen bir enterik bakterinin teshisi i¢in 15 farkli biyokimyasal testi iceren
bir tiipde yapilan test sonuglar1 sematik olarak gosterilmektedir. Test sonucunda veri tabaninda bulunan
uyumlu kod Citrobacter freundii olarak tespit edilmistir.

0 One tube containing media for 15 biochemical tests is
inoculated with an unknown enteric bacterium.

e After incubation, the tube is observed for results.

o The value for each positive test is circled, and the
numbers from each group of tests are added to
give the code number.

computerized listing shows that the organism in the RS —— ism Aty e
tube is Citrobacter freundii 62342 Citrobacter freundii Citrate
62343 Citrobacter freundii None

Sekil 2. Bakteriler i¢in biyokimyasal testlere dayanan 6rnek bir ticari hizli teshis yontemi: EnteroPluri
Test
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Otomatik hizli teshis simdilerde medikal agidan Onemli bazi bakteri ve mayalar iginde kiitle
spektrometrik yontemlerle de uygulanmaktadir. Tek bir koloninin hiicreleri pargalanir ve proteinleri
asetonitril igerisinde ekstrakte edilir. Ekstrat igerisindeki proteinler kiitle spektrometresinde belirlenerek
mikroorganizma teshisi yapilir ),

Serolojik Yontemler

Mikrorganizmalar antijeniktir ve bagisiklik sistemi ile antikorlar tiretirler. Antikorlar proteinlerden
olusur ve her biri bakteri i¢in spesifik karakterdedir. Tibbi olarak 6nemli bir¢ok mikroorganizmanin
tamimlanmasinda kullanilan bu gibi antikorlarin ¢ozeltileri antiserum olarak ticari olarak temin
edilebilir; Bir hastadan izole edilen bakteri, bilinen antiserumlara karsi test edilebilir ve hizli bir sekilde
teshis edilebilir.

Lam agliitinasyon testi olarak bir test prosediiriinde bilinmeyen bakteri 6rnekleri her bir lam
iizerindeki tuzlu su damlasi icine yerlestirilir. Sonra bilinen antiserumlar her bir 6rege eklenir. Her
eklenen anti seruma &zel gozlenen agliitinasyonlar (bakteri yiginlari) testin bakteri tiir ve suslan igin
pozitif olarak isimlendirilir (Sekil 3).

(a) Posltive test (b) Negative test
Sekil 3. Lam agliitinasyon testi

Eliza testi (enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA) hizli oldugu ve bir bilgisayar tarayicisi
tarafindan okunabildigi i¢in yaygin olarak kullanilan testlerden bir tanesidir. Bilinen antikorlar
mikroplakalara konur ve iizerlerine bilinmeyen bakteriler ilave edilir. Bilinen antikorlar ile bilinmeyen
bakteriler arasindaki reaksiyon bakterinin teshisine imkan verir. AIDS’e neden olan HIV viriisiine kars1
antikorlarin varhigim belirlemek igin ELIZA testi yaygin olarak kullanilmaktadir /.

Faj tipleme (Phage Typing)

Faj tipleme, bir bakterinin hangi fajlara duyarli oldugunu belirlemek icin yapilan bir testtir.
Bakteriyofajlar genellikle enfekte ettikleri bakteri hiicrelerinin pargalanmasina neden olan bakteri
virtisleridir. Genellikle belirli bir tiiriin iiyelerini veya hatta bir tiir icindeki belirli suslar enfekte ettigi
icin son derece spesifiktir. Gida kaynakli enfeksiyonlarin kaynaklari faj tiplemesi ile izlenebilir.Enfekte
olan bakterilerin gériiniimiine plaka ismi verilir ©*!.

Akis Sitometrisi (Flow Cytometry)

Akig sitometrisi, bakterileri kiiltiirlemeden bir numunedeki bakterileri tanimlamak igin
kullanilabilir. Bir akig sitometresinde bakteri iceren hareketli bir sivi kiiciik bir agikliktan gegirilir.
Y 6ntemde, hiicreler ve ¢evresindeki ortam arasindaki elektrik iletkenligi farkini 6lgerek bakteri varligini
tespit eder. Agikliktan gecen siv1 bir lazerle aydinlatiliyorsa, 15181n sagilmasi bir bilgisayar tarafindan
analiz edilen hiicre boyutu, sekli, yogunlugu ve yiizeyi hakkinda bilgi saglar. Floresans, Pseudomonas
gibi dogal olarak fliioresan hiicreleri veya fliloresan boyalari ile etiketlenmis hiicreleri tespit etmek icin
kullanilabilir. Siitteki Listeria saptamak i¢in akis sitometrisi yapilan test kiiltiirleme gerektirmedigi i¢in
zaman kazandirabilir. Listeria'ya kars1 antikorlar, floresan bir boya ile etiketlenebilir ve test edilecek

stite ilave edilebilir. Siit, antikor etiketli hiicrelerin floresansini kaydeden akis sitometresinden gegirilir
[3]
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DNA sekanslama (dizileme)

Taksonomistler, bir organizmanin DNA baz bilesimini, ilgili olma konusunda sonug ¢ikarmak igin
kullanabilirler. Bu baz bilesimi genellikle guanin art1 sitozin (G+C) yiizdesi olarak ifade edilir. Tek bir
tiirlin baz bilesimi teorik olarak sabit bir 6zelliktir; Bu nedenle, farkli tiirlerdeki G + C igeriginin
karsilagtirilmasi, tiirlerle ilgili dereceyi ortaya cikarabilir. Son on yilda, DNA sekanslarinin
karsilagtirilmas1 bilinen tiirlerin yeniden smiflandirilmasinda ve yeni tiirlerin tanimlanmasim
saglamistir. Yiizlerce organizmanin genetik dizileri, NCBI Genome Database araciligiyla ¢evrimici
olarak kullanilabilen veritabanlarinda derlenmektedir. 2016'da arastirmacilar, DNA sekanslamay1
kullanarak yeni bir Lyme hastalig1 patojeni olan Borrelia mayonii'yi kesfetmislerdir &),

DNA parmak izi

Bir organizmanin DNA'sindaki bazlarin biitiin dizisinin belirlenmesi ¢ok zaman gerektirdigi i¢in
pratik degildir. Bununla birlikte, restriksiyon (kisitlayici) enzimi kullanilmasi, arastirmacilarin farkl
organizmalarin baz dizilerini karsilastirmasini saglar. Restiriksiyon enzimleri, belirli bir baz diziliminin
meydana geldigi her yerde bir DNA molekiiliinii keserek, kesilmis pargalar tiretir. Bu teknikte, iki
mikroorganizmanin DNA's1 ayni restiriksiyon enzimi ile muamele edilir ve iiretilen kisitlama parcalar
elektroforez ile ayrilir ve bir DNA parmak izi iretilir. Asagidaki sekilde aynm sinirlayici enzim ile yedi
farkl1 bakteriden elde edilen DNA’lar muamele edilip agaroz jel icine yerlestirilir. Biiyiikliik ve
elektriksel ylikiine gore parcalar1 ayirmak igin jele elektriksel akim uygulanir. DNA, ultraviyole 151k
altinda floresan bir boya ile boyanarak goriiniir hale getirilmistir. Seritlerin karsilagtirilmasi ile serit 2
ve 3,4 ve 5; ve 1 ve 6 DNA 6rneklerinin (ve dolayisiyla bakterilerin) ayni olduguna karar verilir (Sekil
4) B,

Sekil 4. DNA parmak izi

Niikleik asit hibridizasyonu

DNA'nin ¢ift sarmalli bir molekiilii 1siya maruz kalirsa, tamamlayici teller bazlar arasindaki
hidrojen baglar1 koptugu icin birbirinden ayrilmaktadir. Tek iplik¢ikler daha sonra yavas¢a sogutulursa,
baslangictaki ¢ift sarmalli bir molekiil olusturmak i¢in tekrar birlesirler. Bu teknik iki farkli
organizmadan ayrilmis DNA ipliklerine uygulandiginda, iki organizmanin baz dizileri arasindaki
benzerlik derecesini belirlemek miimkiindiir. % 70 veya daha fazla benzerlik iki mikroorganizmanin
ayni tlirden oldugunu gostermektedir. Bu yontem, niikleik asit hibridizasyonu olarak bilinir. Herhangi
bir tek iplikli niikleik asit zinciri arasinda benzer hibridizasyon reaksiyonlari olugabilir: DNA-DNA,
RNA-RNA, DNA-RNA. Bir RNA transkripti, bir DNA-RNA hibrit molekiilii olusturmak i¢in ayrilan
sablon DNA ile hibritlenir ),

Mikroskobik Yontemler

Mikroskoptan bagimsiz olarak klasik mikroskobik tani kullanicinin yorumuna biiyilik 6lgiide
dayanmaktadir. Insan gozii iki nokta arasindaki 150 um’yi ayirtedebilir. Coziiniirliik, mikroskop
tarafindan desteklenen veya desteklenmeyen gozle goriilebilen iki nokta arasindaki en kii¢lik mesafedir.
Mikroskobunun amaci insan goziiniin ¢ozinilrliigiinii arttirmaktir. 15181 dalga boyu ve kullanilan
objektiflerin agikliginin bir fonksiyonu olan ¢oziiniirliik giicli iki noktay1 ayr1 olarak ayirt edebilme
yetenegidir. Bir ¢ok 1s1tk mikroskopu i¢in bu 750 kat biyiiltme ile 0,2 um’yi fark etmemizi
saglamaktadir. Belki de mikroskobinin en 6nemli yonii numunenin aydmlatilmasidir. Aydmnlatma
olmadan, ornek gorsellestirilememektedir. Isik mikroskobunda, iletilen 151k veya yansitilan 1s1k
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kullanilabilir. Aydinlatma kaynagi beyaz 151k veya ultraviyole 1s1ik olabilir. Bununla birlikte, tiim
mikroskopik teknikler, bir gorintiniin ¢oziiniirligiini etkilemek i¢in 1518in  (veya elektron
mikroskopisindeki elektronlarin) manipiilasyonuna dayanmaktadir. Kontrast, bir nesneyi c¢evreleyen
ortamdan ayirt etme becerisine karsilik gelir ve onsuz, hem ¢oziiniirlik hem de biiylitme énemsiz hale
gelir. Mikroskoptaki ilerlemelerin ¢ogu, yalmizca faz kontrast mikroskobu gibi kontrastin arttirilmasi
amaciyla olmustur. Metilen mavisi ve safranin gibi boyalar ve lekeler de her tiir mikroskopla kontrasti
arttirmak igin kullanilir 1,

DIJITAL iMAJ iISLEME YONTEMI

On Islemler

Bazi bakteri tiirleri saydam olduklarindan dolay1 optik mikroskop altinda goriintiilenememektedir.
Bu tiirlerin goriiniir olmasi saglamak i¢in DNA probu ya da boyama ydntemi 0n islem olarak tercih
edilmektedir. Giiniimiizde bakterilerin sayimi i¢in uygulanan klasik yontemlerde de floresan boyalar ve
epifloresan mikroskopi boyama amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA boyamasinda en ¢ok
kullanilan boya tiirleri: Ethidium Bromide, Propidium lodide, Crystal Violet, dUTP-conjugated Probes,
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), 7-AAD (7-aminoactinomycin D), Hoechst 33258 (33342,
34580) ve YOYO-1/DiYO-1/TOTO-1/DiTO-1"dir .

DAPI ile boyanmis bakterilerin tespiti biiyiik 6l¢lide numuneye baglidir ve bu nedenle tespit
yonteminin performansi, 6zellikle diigiik floresans (1s1ma) seviyesine sahip bakterileri analiz ederken
onemlidir 1°!.

Donamumlar

Optik, epi-floresan ve taramali elektron mikroskoplari ile DGI yonteminin uygulanmasi
miimkiindiir. Bunun disinda lens goriintilleme islemleri de siklikla kullanilan donamimlardir. Lens
goriintilleme sistemleri, tamamlayici metal-oksit yar1 iletken (CMOS) imaj sensorii ve mavi LED
lambalardan olusmaktadir 71,

Yazlimlar

ImageJ (NIH) ve MATLAB (Mathworks) bilgisayarli goriintli analizi i¢in en ¢ok kullanilan iki
yazilimdir. ImageJ acik kaynak kodlu ve islevselliklerinin ¢ogu kullanicilar tarafindan tasarlanmis
eklentilerden olugmaktadir. MATLAB ise bilgisayarla goriintii isleme icin genis islevsellikli birgok
optimize algoritma igeren araglara sahiptir. Baz1 faydali ImagelJ eklentileri ve MATLAB ara¢ kutular
asagida listelenmistir "),

Imagel
Otsu Esigi (Otsu Thresholding)
Sinir Doniigiimii (Watershed Transformation)
Coklu Esik (Multi Thresholder)
Hiicre Sayaci (Cell Counter)
Hough Cemberleri (Hough Circles)
Biyo-Bi¢imler (Bio-Formats)

SNk L=

MATLAB

Goriintii Isleme Ara¢ Kutusu
Bilgisayarli Gérme Sistemi Ara¢ Kutusu
Bulanik Mantik Ara¢ Kutusu

Sinyal Isleme Arag Kutusu
Biyo-Bi¢imler Ara¢ Kutusu

kv

Metotlar
Temel Bilgisayar Program Tasarimi

Temel bakteri goriintiisii analiz yazilimi i¢in genel akis semasi Sekil 5'de gosterilmistir. Yazilim,
daha kii¢iik ve daha spesifik modiillerden olusan ana boliimlere ayrilmistir.
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e Ham goruntu ¢ Bit derinligi ayar e Otsu ¢ Alan analizi *Veri isleme e Grafikler
e Hedef dizin e Fiziksel piksel eCanny ¢ Sinyal-glrulti *Segimin eTablolar
boyutu Olglimu iyilestirilmesi e Ham veriler
¢ Arka plan *Gorintl e Bakteri sayimi e Dokiimanlar
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Sekil 5. Temel bir bakteriyel goriintii analiz yazilimi i¢in akis ¢izelgesi

[k adim olan girdi, ham goriintiiniin yazilima yiiklenmesinden ve sonuglarin depolanacagi dizinin
tammlanmasindan ibarettir. On isleme adimi, goriintiiden giiriiltiiniin temizlenmesi, arka plandaki
parazitlerin azaltilmas1 ve sonraki asamalarda kullanilacak ham goriintiiniin 6nemli bilgilerinin
(6nceden belirlenen meta veriler) cikartilarak boliimlerine ayrilmas igin kullanilir. Ugiincii adim olan
gOriintii ayirma, onceden islenmis gorlintiiniin ikili maskeye doniistiiriildiigii yerdir. Bu bdliimde
goriintiiniin 1s ve 0s'den olustugu kabul edilir ve 1s'ler nesnelerin yer aldigi bolgelere, Os’ler ise arka
plan olarak tanimlanan bolgelere atanarak goriintii maskelenir. Goriintii ayirma asamasi, goriintii
analizinden iyi sonuglarin elde edilmesi i¢in goriintiiniin en iyi duruma getirilmesi gereken adimdir.
Olusturulan maske, goriintii analizi adiminda bir filtre olarak islev goriir ve analiz, maske onceden
islenmig gorlintli lizerinde gerceklestirilir. Bu durum yazilimla onceden analiz edilen alanlarin
maskelenerek 0 ve 1'lerden olusan bolgelere doniistiiriildiigii ve doniisen alanlarin goriintiiden
ayrilabilecegi anlamina gelir. Sekil 1'de goriildiigii gibi aym yazilimda farkli analiz modiilleri mevecut
olabilir ve her biri kendi veri ¢iktisini iiretmektedir. Onceki adimda iiretilen veriler daha sonra analiz
edilir, yapilandirilir ve veri analizi adiminda iyilestirilir. Veri analizine 6rnek olarak bulunan bakterileri
saymak, um/piksel oranina dayanarak bakteri alanini hesaplamak ve bakteri dis ¢eperini hesaplamaktir.
Yalnizca ilgili verilerin analiz edilmesi, farkli bakteri gruplarinin ayrilmasi ve aykir1 degerlerin
tanimlanabilmesi i¢in se¢imin iyilestirilmesi onemlidir. Veri analizi adimmin amaci, ilgili verileri
anlagilir ve kullanigh bir hale getirmektir. Son adim olan ¢ikti, analizin sonuglarini sunmak i¢in se¢ilmis
verileri tablolara ve grafiklere doniistiirmeyi igerir. Ciktinin bir diger énemli iglevi de her adimdaki
iiretilen verileri yapilandirilmis bir sistemde saklamaktir. Cikt1 asamasi verilerin ve her bir iglemin,
islemin tamamin1 yeniden baglatmak zorunda kalmadan yeniden incelenebilmesini saglar. En 6nemlisi
de program koduyla birlikte tam olarak ne yapildig1 ne zaman yapildig1 ve nasil yapildigir hakkinda
kayitlar saklanmaktadir 1),

Temel Yontemler

Segmentasyon (ayirma), goriintii analizinde ortak bir adimdir ve nesnelerin goriintiideki arka
plandan ayrildig1 asamadir. Bu agama, piksel yogunlugu gibi 6zelliklerin tanimlanmasina ve piksellerin
ortiismeyen bolgelere boliinmesi igin kullanilmasina dayanir ¥, Segmentasyonun amaci, tipik olarak
maske denilen ikili bir goriinti elde etmektir. Maske daha sonra yazilimin analiz etmesi gereken
bolgeleri tanimlamak i¢in kullanilir ve bu nedenle herhangi bir giivenilirlikle goriintii analizi yapmak
icin kritik 6neme sahiptir. Burada incelenecek dort ana segmentasyon yontemi; esikleme, kenar
algilama, aktif cevreleme ve sinir doniigiimiidiir.

Esik tabanli segmentasyon, nesneleri arka plandan ayirmak igin bir esik deger kullanir. Iki seviyeli
esik, piksellerin iki sinifa, nesneye ve arka plana boliinmesine neden olur. Birden fazla esik kullanilmasi,
birden fazla siifin veya piksel grubunun tanimlanmasina izin verir ve bu yontem, ¢ok diizeyli esikleme
adin alir ¥,

Kenar algilama, pikseller arasindaki yogunluktaki siireksizliklere bagl olarak kenarlar1 tanimlar.
Derinlik, aydinlatma veya ylizey yoniindeki siireksizlikleri tespit edebilen genel bir varsayim ile yapilir.
Kenarlarin birbirine tamamen bagli olmamasi ve bunun yerine ¢oklu pargalardan olugmasi kenarlarin
tespiti ile ilgili yaygm bir problemdir. Ikinci énemli problem ise yanls pozitiflerin esdegeri olarak
diisliniilebilecek olmayan kenarlarin varligidir.

Aktif ¢evreleme segmentasyonu, nesnelerin dig hatlarim belirginlestirmek i¢in istenildigi gibi
sekillendirilebilen tiimlesik egriler kullanir. Bu egriler nesnenin dis geperini sarip dis geperdeki hiicreye
benzer 6zellikler almak igin algoritmalar kullanir. Aktif sekillendirmenin avantajli yanlar1 sunlardir:
hareket halindeki nesneleri izleme kabiliyeti, her nesneye 6zel ve uyarlanabilir olmasi, Gauss
yumusatmast 6l¢eklenebilir olmasi ve egrilerin konumlandirilmasinin sezgisel olmasidir. Bu yontemin
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bir dezavantaji, nesne dis ¢eperindeki ana &zelliklerin egrilerle eslestirilmesinin kiiciik ayrintilarin
eslestirilmesine kiyasla daha diisiik enerjiye neden olma riski tagimasi ve bu nedenle bazi ¢izgilerin
kacirilabilmesidir. Bu yontemle ilgili diger bilinmesi gerekenler ise yontemin dogrulugunun hesaplama
stiresiyle dogru orantili oldugu ve kii¢lik bolgelerin islenmesine sikigip kalma egiliminin oldugudur.

Sinir doniigiimil, piksel yogunlugu vasitasiyla nesne derinligini tahmin etmenin en kolay yoludur.
Pikselin yogunlugu ne kadar fazlaysa o kadar derinde bulundugu anlamina gelir. ilk adim, isaretcilerin
nesnelere ve arka plana yerlestirilmesidir. Ikinci ve son adim ise isaretleri sanki bir “su” kaynag1 olarak
kullanarak gorlintiiyii “su ile doldurmaktir”. Boylece her isaret¢inin ayr bolgelerde yer aldigi
parsellenmis bir gorlintii elde edilir. Bu yontemle ilgili en biiyiik sorun parsel sayisinin fazla olmasi
riskidir. Siir doniisiimi, birlestirilmis bdlgeleri birbirinden ayirmak ve daha iyi bir maske elde etmek
icin ikincil bir boliimlendirme yontemi olarak daha kullanighdir.

Otsu metodu, esik tabanli segmentasyonun baska bir bi¢cimidir. Algoritma, sinif i¢i varyansi en aza
indirerek ve piksel siniflar1 arasindaki varyansi maksimize ederek esigi hesaplar. Bu sayede esik degerini
manuel olarak girme ihtiyac1 ortadan kalkar ve bakteri ile arkaplanin ayrilabilirligini en iist diizeye
¢ikaran "optimal esik" olarak adlandirilan bir durum olusur. Bunun yanisira bu yontemin hesaplanmasi
piksel yogunlugu dagiliminin iki modlu bir histogramu takip etmesini gerektirir, bu nedenle ¢ok pikselli
gorilintlilerde giivenilir bir sekilde kullanilamaz. Otsu’nun metodu, ¢ok pikselli goriintiiniin daha
giivenilir olarak iglenebilmesi amaciyla goriintiilerin segmentlere ayirilmasimi saglayan ¢oklu esikleri
hesaplayabilmesi i¢in gelistirilmigtir. Bu gelismis yontemin adi Coklu-Otsu’dur fakat oldukg¢a verimsiz
ve zaman alicidr ¥,

Canny kenar tespiti, pikseller arasindaki yogunluga bagh olarak kenarlar1 tanimlayan ve yaygin
olarak kullanilan baska bir segmentasyon yontemidir. Bes adiminda gergeklestirilir; (1) arka plandaki
giiriiltiiyi kaybetmek icin Gaussian (Bulaniklastirma) filtresi uygulanir, (2) yogunluk dereceleri
belirlenir, (3) maksimum olmayanlar bastirilir, (4) yogunluk dereceleri belirlenerek potansiyel kenarlar
tespit edilir ve (5) histerez yoluyla zayif kenarlar baskilanir. Canny'nin avantajlarindan biri nesnenin
kenarlarini tespit etmede ¢ok hassas oldugudur fakat Otsu yontemine gore nesne koseleri daha az
belirgindir. Ozellikle nesne Gauss arkaplan giiriiltiisine maruz kaldiginda islem yapabilmek igin
nesnenin bulundugu alan1 daha fazla boliimlere ayirma egilimindedir.

Otsu'nun optimal esigi, Canny’nin yiiksek esik degeri olarak kullanildiginda Canny kenar

tespitinde segmentasyon sonuglarmi iyilestirmektedir *'%/,

Bakteri Seciminin Gelistirilmesi

Gorilintii analizi, aragtirma amacina gore analiz edilmesi gereken verileri uygun sekilde taramayi1 ve
secmeyi amaglamaktadir. Yazilimi agik talimatlar olmadan gerekli ayrimi yapamamasindan dolay1
(6rnegin yapay sinyalleri bakteri sinyalleri kadar 6nemli olarak ele aldiginda bakteriyi ayirt edemez.)
veri se¢imini gelistirmek Onemlidir. Veri gelistirme, Tablo 1'de ayrintili olarak agiklanan birgok
parametreye bagli olarak degiskenlik gosterebilir.

Tablo 1. MATLAB ile bakteri se¢imlerini kolayca yapilabilen potansiyel uygulamalar

Olciim Amaci
Sinyal Giiriiltii Oran1 Zayif floresan bakterilerinin ve yapay dokularin ortadan kaldirilmas:.
Signal-to-noise Goriintii ve segmentasyon kalitesini degerlendirme
Biiytikliik olarak 6nemli 6l¢lide farkliliklar1 olan yapay dokular
Alan ortadan kaldirmak
Area Kiimelenmis bakterilerle ¢caligirken ortalama biiytikliikteki bakterilerin
sayisinin hesaplanmasi
Digmerkezlik g
. Farkl1 bakteri tiirlerinin ayrilmasi
Eccentricity
Onalama quunluk Zayif floresan bakterilerini ve yapay dokular1 ortadan kaldirmak
Mean intensity
Geomgtrlk Merkez Bakterilerin etiketlenmesi ve tanimlanmasi
Centroid
Agirlikli Geo. Merkez Molekiiler aktivitenin konumsal dogrulamasi i¢in vektor olusturmak
Weighted Centroid iizere geometrik merkez ile birlesim
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SS{](;]gl/liEll\g/IuPlksel Homojen fliioresan bakterileri, heterojen fliloresan bakterilerden
STD/SEM pixel intensity ayirmak

Cevre Uzunlugu Cubuk seklindeki bakterilerin medial ekseninin uzunlugunu
Perimeter hesaplamak icin bilesen

Iég?(l)(r Farkli floresan belirteclerine gore bakterileri ayirmak

Bir goriintii tizerinde farkli sinyallerin analiz edilmesine olanak saglayan bu yontemler farkli
avantajlara sahiptir. Ornegin, bakteri tiirleri arasinda onemli farkliliklar varsa iki farkli bakteri tiirii
sekilleri karsilagtirarak ayirt edilebilir. Bunun aksine tiirler farkl olsa da alan bazinda bir ayrim tiirlerin
benzer biiyiikliikte olmasi durumunda iyi performans gostermemektedir. Farkli davranan bakterileri
izole etmenin bir bagka yolu da piksel yogunlugunun standart sapmasim kullanmak ve floresanin ne
kadar homojen gdriindiigiine bagl olarak popiilasyonu gruplara ayirmaktir 7).

Iliskili Calismalar

Goriintii isleme ve goriintii tanima teknikleri, ¢esitli smiflandirma araglari ile birlestirilerek
laboratuvar Orneklerinin taninmasinda etkili bir arag olarak kullanilir. Bu yontemleri géz Oniinde
bulundururken, bakteri tiirlerinin ve siniflarinin otomatik tanimlanmasi igin birgok yontem oldugunu
sOyleyebiliriz. Digerlerinin yani sira, yapay sinir aglar1 veya diger makine 6grenme siiflandiricilar gibi
istatistiksel yontemler de vardir.

Bir algoritma bakteri tiirlerini geometrik ozelliklerine gdre tamimlar: dairesellik, kompaktlik,
eksantriklik, egrilik ve uzunluk-genislik oranmi. Ayrica basil (bacillus) sekli ayirt edici bir 6zellik
olmadigindan (farkli bakteri tiirlerinde ayn1 morfoloji nedeniyle) dolay1 ayirt etmek i¢in renkleri dikkate
alinir.

Forero vd. (2006) tiiberkiilozun otomatik olarak taninmasi i¢in bir yontemi agiklamislardir. Bu
yontem yalmzca geometrik Ozelliklere degil, ayn1 zamanda goriintiilerin rengine de dayanmaktadir.
Arastirmalarinda yazarlar, bakteriyel morfolojideki aldatici benzerlikler konusunu ele almislardir.
Mikroorganizmalarin renginin tanilamada dogrulugu arttirmanin kilit 6zellik oldugunu ortaya
koymuslardir 1!,

Ahmed vd. (2013) koloni sagilma desenlerini kullanarak gida kaynakli patojenlerin tanimlanmasi
ve smiflandirilmasi icin bir yontem 6nermislerdir. Ilk adimda, ézellikler belirlenir ve Fisher dlgiitii
boyutsalligin azaltilmasinda kullanilir. Son adimda, Destek Vektér Makinesi (DVM) smiflandiricisi
kullamlir. Benzer bir yaklasim DVM yerine Rastgele Ormanlar ile de sunulmustur 2.

Selinummi vd. (2005) otomatik goriintii analiz yazilimim (CellC) kullanarak, akigkan yatak
reaktorden alman bakteriyel hiicrelerin dijital mikroskop goriintiilerinden 6lgiilmesi igin
geligtirmislerdir. CellC yazilimi ile, bakteri hiicrelerinin otomatik numaralandirilmasini, toplam sayim
(DAPI) ve spesifik sayim (FISH) goriintiilerinin karsilastirilmasin1 ve hiicre morfolojisinin kantitatif
tahminlerini aragtirmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda manuel olarak yapilan sayim islemi ile CellC
yazilim ile yapilan sayim iglemi arasindaki korelasyonu 0,98 olarak bulmuslardir !,

Dias vd. (2016) aktif camur prosesinde bulunan filamentli bakterilerin goriintii isleme ile herhangi
bir islem yapmadan (boyama, seyreltme) belirlenmesini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada, 1392 X
1040 piksel ¢oziiniirliigiinde, saniyede 10 monokromatik imaj (8 bit) elde edilmistir. Buna ilaveten,
filamentli bakterilerin uzunlugu jeodezik (iki nokta arasindaki en kisa mesafe) uzaklik hesaplamasina
bagli olarak hesaplanmasi ¢aligilmigtir. Uzmanlar tarafindan belirlenen filamentli bakteriler, yapilan bu
calismada sunulan algoritmayla, filament piksellerinin %72'sinin dogru bir sekilde tamimlandigi
belirtilmistir '*!,

Maeda vd. (2018) Staphylococcus bakteri tiirlerini koloni ayak izi denilen, bakteri
mikrokolonilerinin goriintii islemesi ile tespitini saglamiglardir. Caligma, bakteri tiirlerinin gelisimi, lens
goriintiileme ve goriintii isleme metotlarindan olugmaktadir. Lysogeny broth (LB) kullanilarak bakteri
tiirlerinin gelisimi saglanmistir. Lens goriintiileme sistemleri, tamamlayict metal-oksit yar1 iletken
(CMOS The Imaging Source Europe GmbH, Bremen, Almanya) imaj sensorii 2048 X 1536 piksel,
piksel size: 3.2 um, goriintiileme alani: 6.55 X 4.92 mm?2) ve mavi LED lambalar kullanilmigtir. Goriinti
isleme Image J ve MATLAB programlari kullanilarak gergeklestirilmigtir %/,
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SONUCLAR

Mikroskopi bakteri arastirmak i¢in dnemli bir aragtir, ancak giinlimiizde ¢ogunlukla zaman alict
manuel analiz igeren kalitatif veya muhtemelen yar kantitatif bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica bu
yontem, Ozellikle insan gozliniin ayirt etmesi ¢ok zor olan bakterilerin sekil, boyut veya sinyal
yogunlugu gibi 6zelliklerinde ince farkliliklar oldugu durumlarda degerlendirmeyi zorlastirmaktadir.
Bilgisayar tabanli goriintii analizi ile bilgisayar algoritmalarinin goriintii verilerini yorumlanabilmekte
ve elde edilen goriintiilerin otomatik ve nesnel bir sekilde tekrarlanabilmesini otomatik bir sekilde elde
etmek miimkiindiir. imaj analizi, goriintiileri analiz etmek i¢in ¢ok daha etkili ve tutarli bir yol olmasinin
yani sira, geleneksel yontemlerle elde edilmesi zor olan 6nemli bilgileri de ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu
derleme c¢aligmasinda, bakteriyel aragtirmalarda kullanilan klasik yontemler ve bu arastirmalarda
kullanim i¢in nispeten kolay uygulanabilen otomatik goriintii isleme ve analiz ile ilgili temel kavramlar
sunulmustur.
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