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OZET

Amag: Bu ¢alismada sperm hiicreleri i¢in hiicre sayiminin genel problemlerinden boliitleme (segmentasyon) ve sayma problemine bir ¢dziim aradik.
Calisma boliitleme, esik deger ¢ikartim (threshold extraction) ve nesne sayma (object count) tekniklerini temel almakta ve iireme hiicrelerinin
goriintiisiinden el ile yapilan hiicre sayiminin gesitli goriintii isleme teknikleri kullanilarak bilgisayar destekli olarak sayilmasini amaglamaktadir.
Gere¢ ve Yontem: Calisma gorintiileri Konya Selguklu Hastanesinde 151k mikroskobun ile dijital fotograf makinesi kullanilarak elde edilmistir.
Kullanilan metod iki temel kisimda ele alinmaktadir. Birinci kisim mikroskop ve kamera yardimi ile alinan goriintiilerin béliitlenmesi, ikinci kisim ise
boliitlenmis hiicrelerin sayilmasidir.

Bulgular: Calismaya 6zel degerlere sahip mean ve treshold filtreleri yardimi ile kullanilan goriintiilerde sperm hiicrelerinin bas kisimlar sayilabilir
hale getirilmis ve gelistirilen algoritma ile sayilmistir.

Sonug: Sperm hiicrelerinin sayilmasi i¢in kullanilan bu metod parametreleri uygun hale getirildikten sonra nesne sayimi igin de kullanilabilir.
Calismada kullanilan goriintiilerin tamaminda tiim hiicreler basartyla sayilmistir. ©2007, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT

A New Approach in Sperm Count Using Digital Image Processing Techniques

Objective: In this study, we tried to find a solution for counting and segmentation problems which is one of the general problems of cell count for
breeding cells. This study is based on segmentation and threshold extraction techniques and it is aimed to count breeding cells computer based by
using various visual processing techniques of cell count conducted manually from the image of breeding cells.

Material and Method: The research images are obtained from Selcuklu Hospital in Konya using light microscope and digital camera. The method
which is used can be divided into two parts. The first part is that the image is prepared for segmentation and the other is the segmentation and the
counting of cells

Results: Head part of sperm cells had become countable from the images used with the help of mean and threshold filters which have special values
for the study and those were counted with the developed algorithm.

Conclusion: As well as this method used for counting sperm cells also be used for object count after modifying the parameters. All cells were counted
successfully in all images used in the study. ©2007, Firat University, Medical Faculty
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Biyolojide temel problemlerden biri dznitelik ¢ikarma (feature Bunu 6nlemek amaciyla 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon
extraction) ve sayma (counting) islemleri ig¢in hiicrelerin Makler tarafindan sperm sayimu igin 6zel olarak tasarlanmus
boliimlenmesidir. Bu konudaki elle yapilan ¢aligmalar Makler sperm sayim kamerasi kullanilmaktadir. Bu kameranin
bezdiricidir ve kesin olmayan ve Oznel sonuglar ortaya lam ve lameli arasinda 10 mikron metrelik sabit bir hacim
koymaktadir. Bilgisayar destekli degerlendirmeler bu konuda bulunmaktadir. Yiizeyi ise 0.Imm X 0.1mm boyutlarinda 100
otomatik, nesnel ve hizl1 lciimler igin giiclii bir arac olacagimi kareden olusan bir ag igerir. 10 kiigiik kare igerisindeki hiicre
ortaya koymustur. Tipik bir biyolojik goriintii analiz sistemi bir sayisi sayilarak 1. milyon ile ¢arpilir. Bu sayr 1 mililitredeki
sayisallastirict (bir video kamera, tarayici, vb.,) ile baslar ve hiicre sayisini verir.
gorilintliniin Ze‘ngin"lest.iril.mesi, hiicrellerin bblﬁmlendirilmesi ve Diinya Saglik Teskilati (WHO) (2), kriterlerine gére
siniflandirma i¢in dznitelik ¢ikartimi ile devam etmektedir (1). yapilan bir sperm degerlendirilmesine normal denilebilmesi
Semen analizinin en O&nemli kismini mikroskobik i¢in sperm sayimnin mililitrede 20 milyondan fazla,
inceleme olusturmaktadir. Laboratuarlarda rutin olarak hareketlilifin %50’nin istiinde ve en az %70’nin gorinim
kullanilmakta olan  hemositometrelerin ~ sperm  sayim normal olmas: gerekmektedir.

sonuglarindaki dogrulugu bu aletlerdeki spermin konuldugu

Normal morfolojiye sahip spermin ilk kez ayrintili tanimi
boliimiin derinliginin ¢ok fazla olmasi nedeniyle tartigmalidir . el PP y

ve Olgiileri Menkveld tarafindan yapilmistir. Daha sonra
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Kruger kesin kriterler getirerek spermin her boliimiinii ayr1 ayri
tanmimlamigtir (3).

Hiicre boliitlenmesi, etiketlenip sayilmasi lizerinde birgok
caligma gerceklestirilmistir. Hans Netten ve arkadaslart 500
hiicre i¢in ortalama 20 dakika igerisinde her hiicre ¢ekirdegi
icerisindeki nokta olarak goziiken etiketlenmis kromozomlarin
sayisint saymak amaciyla bir otomatik floresan mikroskop
sistemi gelistirmislerdir (4). Gergeklestirdikleri bu calismada
cekirdek icerisindeki noktalari sayma algoritmalart kisaca dort
adimdan olusmaktaydi; 1) Cekirdegin oldugu bdlgenin
bulunmasi, 2) Bolgedeki ¢gekirdegin bulunmasi, 3) Cekirdekteki
beneklerin bulunmasi, 4) Beneklerin sayilmasi ve tiim
mikroskop slayti i¢in bir histogram yapilmasidir.

Kenong Wu ve arkadaglari gergek zamanli hiicre
boliitlenmesi igin ilk adimi hiicre ve hiicre yakinindaki yaklasik
arka plan parcasinin ¢ikartilmasi ve ikinci adimi ise bu
bolgedeki hiicrenin arka plan kullanilarak boliitlenmesi olan iki
asamali bir boliitleme stratejisi belirlemislerdir (5).

Hai-Shan Wu ve arkadaslar1 sitoloji numunelerinden elde
edilen goglis ve rahim boynuna ait hiicre goriintiilerinin
boliitlenmesi  igin  uygun  bir  parametrik  algoritma
geligtirmiglerdir. Caligmalarinda hiicreler igin parametrik
eliptik bir model tanitilmaktadir ve hiicre sekillerine uygunluk
icin bir bedel fonksiyonunu minimize eden parametreler
ayarlanmustir (6).

He W. Wilder ve arkadaslari kan hiicrelerinin sayimi igin
otomatik bir hematoloji analiz sistemi gelistirmislerdir.
Bolimlendirilmis cekirdek goriintiilerine bagl cekirdek sekli
tanima, hiicre tipinin farkliliklarnin anlagilmasinda ve
olgunlasmamig hiicre smiflandirmasinda temel bir rol
oynamaktadir. Gelistirdikleri algoritma dis hat yarigapina ve
egrilik 6zniteliklerine bakarak hiicreleri siniflandirmaktadir (7).

Caetano ve arkadaglar1 kornea {izerindeki yasayan
endotel hiicrelerin degerlendirilmesi ve sayilmasi iizerine bir
caligma gergeklestirmislerdir. Bir kornea lizerinde mm2 de
2500 ile 3000 arasi hiicre bulundugundan bir cihaz yardimu
olmadan bu hiicreleri saymanmn miimkiin olmadig1 icin bu
hiicreleri 6zgiin bir uygulama ile saymaktadirlar (8).

Fernandez ve arkadaglari  hiicrelerin  morfolojik
analizlerine ve egiklik bilgisine dayanarak yeni bir bitki hiicresi
boliimlendirme algoritmasi gelistirmislerdir (1).

Mussio ve arkadaglar1 histolojik karaciger doku
bolimlerindeki ¢esitli hiicrelerin ve biyolojik yapilarin
sayllmasi ve tanmnmast igin yapilarin ortaya ¢ikmasint
saglamak amaciyla bir¢ok goriintii isleme operatoriinii kullanan
bir metod tanitmuslardir (9).

Rubeto ve arkadaglar1 caligmalarinda Giemsa boyama
sekli ile boyanmig kan lamlarinin goriintiilerindeki parazitleri
degerlendirmek amaciyla bir sitma goriintii isleme sisteminin
bir kismmi  agiklamaktadirlar.  Hiicre — goriintiilerinin
boélimlendirilmesinde klasik “Watershed” tabanli algoritmasi
yerine ¢ok daha dogru bir yaklagim olan morfolojik yaklagimi
tanitmislardir (10).

Chen ve arkadaslarinin 15181n bitkilerin hareketi ile olan
ilgisini (Photodynamic Therapy-PDT) aragtirdiklart
caligmalarinda  goriintii  isleme teknikleri yardim ile
geligtirdikleri gorlintii boliimleme tabanli otomatik hiicre
sayma teknigi tanitilmig ve insan sayma sonuglari ile
karsilastirilmigtir (11).

Babaoglu ve Ark

Yapilan bu calisma el ile yapilan hiicre sayiminin gesitli
goriintii isleme teknikleri kullanilarak bilgisayar destekli olarak
sayllmasin1 amaglamaktadir. Metod olarak bir tireme hiicreleri
goriintiisiinden elle yapilan hiicre sayimlarinin cesitli goriintii
isleme teknikleri kullanarak bilgisayar destekli olarak
sayilmasina yonelik yeni bir teknik kullanilmstir.

GEREC VE YONTEM

Ureme hiicrelerinin bulundugu gériintii isleme gergekles-
tirilecek goriintiiler Konya Selguklu Hastanesindeki Olympus
CX41RF 151k mikroskobundan HP 945 dijital kamera
yardimiyla alinan goriintiilerdir.

Ornekler, bir yil boyunca diizenli cinsel iligkide
bulunmalarina ragmen ¢ocuk sahibi olamayan infertilite nedeni
ile miracaat eden hastalardan secilmis ve ejakulat
mastiirbasyonla toplanmistir. Toplanan bu 6rneklerde hastalar,
sperm toplanmasindan en az 48 saat en fazla 7 giin cinsel
perhizde bulunmuslardir.

Goriintiiler uygulamanin siiresini kisaltmak amaciyla
normal boyutunun 1/5’i oraninda kiigiiltiilerek 400x300 piksel
boyutlarinda 24 bit 96 dpi RGB formatinda kullanilmustir.

Calismada gri seviye goriintii isleme algoritmalar
kullanildigi  i¢in  goriintiilerin ~ gri  tona  gevrilmesi
gerekmektedir. Elde edilen goriintiilerin 8 bit gri tona
cevrilmesi i¢in ITU standart gri ton hesaplama formiilii (13)
kullanilmistir. Bu formiile gore pikselin gri degeri;

Gri Deger = ( 213xR) + 715xG + 72xB ) /1000

seklinde hesaplanmaktadir.

Goriintiiniin  kamera hatalari, elektron mikroskobu ile
kamera baglantisindan olusabilecek hatalar ve 151k hatalar1 gibi
hatalardan arinmasi ve uygulama tarafindan islenebilir hale
gelmesi igin 3x3 ¢ekirdek boyutlu Median Noise Reduction
(13,14) filtresi 2 kez ard arda uygulanmistir. Filtrenin ardi
ardina kullanilmas1 daha iyi yumusatma igin elverisli bir
yontemdir.

Median filtresi uygulanmig goriintiiye tireme hiicrelerinin
bag kisimlarinin ayrik olarak  goriintiilenebilmesi  ve
boliitlenmesi icin Esik Deger (Threshold) (15) filtresi
uygulanmustir. Goriintiiye uygulanan esik deger filtresinde esik
degeri 128 olarak alimmustir. Bu durumda ortaya ¢ikan yeni
goriintli binary (siyah-beyaz) bir goriiniim seklindedir.

Esik deger filtresi uygulanan goriintii ig¢in boliitlenmis
hiicrelerin secilmesi  ve  etiketlenmesi  asamasinda
gelistirdigimiz yeni algoritma kullanilmistir. Bu algoritmaya
gore; goriintii {izerinde 3x3 boyutunda bir tarama operator
caligmaktadir. Tarama operatdrii goriintiiyii tararken operatoriin
iizerinde ¢alistigi 3x3°lik toplam 9 pikselden beyaz piksel
sayist yaridan fazla (>3x3/2=4.5) ya da bagka bir deyisle 5 ve
daha iistii beyaz piksele sahip olan bir konuma ulagtiginda olas1
hiicre varlig1 aragtirmasi ig¢in bulundugu konumdan itibaren
2x2 boyutunda yeni bir operatér caligmaktadir. Bu 2x2’lik
operatér ise etiketleme operatoriidiir. Calisan etiketleme
operatoril lireme hiicresini bag kismini temsil eden beyaz alani
taramakta ve mevcut beyaz alanlar1 etiketlemektedir.
Etiketleme operatorii ¢alistigi konumdan itibaren goriintilyii
tararken 2x2’lik toplam 4 pikselden beyaz piksel sayis1 yariya
esit ya da daha fazla (>= 2x2/2=2) baska bir deyisle 2 ve daha
iistii beyaz piksele sahip bir konumda ise bu beyaz pikseller
etiketlenmektedir.
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Etiketlenme isleminde ise iki durum bulunmaktadir. Eger
bu operatdriin iizerinde bulundugu etiketlenecek olan beyaz
piksellerden daha dnce etiketlenmis olan1 varsa etiketlenmemis
pikseller de daha onceden etiketlenen bu komsularinin devam
olarak ayni numara ile etiketlenmektedirler. Eger beyaz
piksellerden daha 6nce etiketlenmis olan1 yoksa yeni bir etiket
numarasl ile etiketlenmektedirler.

2x2’lik  etiketleme operatoriiniin - beyaz pikselleri
etiketledigi her durumda operatér 2 ya da daha fazla sayida
beyaz piksel buldugu siirece bir piksel yukarida, bir piksel
asagida, bir piksel solda ve bir piksel sagda olmak {izere tekrar
caligmaktadir. Bu yeni calistigi her 4 konumda da ayni sart
saglandigr siirece etiketleme siirekli olarak devam etmektedir.

Ozetlemek gerekirse; tarama operatdrii goriintiiyii enine
ve boyuna tararken, olasi hiicre varligin1 arasgtirmakta, mevcut
bir durum igin etiketleme operatoriinii caligtirmaktadir.
Etiketleme operatorii ise gegerli sartlara sahip pikselleri
etiketleyerek hiicre piksel dizisini olugturmaktadir.

Bu operatorler Sekil 1’de bir Ornek iizerinde
gosterilmistir. Hiicreleri olusturan piksellerin konumlari hiicre
piksel dizisinde bulunmaktadir. Bu hiicre-piksel dizisi
kullanilarak ~ hiicrelerin ~ yogunluklar1  ve  merkezleri
belirlenmigtir. Hiicrenin yogunlugu i¢in toplam piksel sayisi,
merkezi igin ise toplam degerlerin ortalamasi kullanilmigtir.
Kullanilan algoritmanin akis diyagrami Sekil 2°de gosterildigi
gibidir. Her temel adim sonucu olusan goriintiiler ise Sekil 3°de
gosterilmistir.

Kruger’in tanimladig1 kriterlere gore normal sperm
morfolojisinde bas kismin avoid ve 2-3p eninde ve 4-5u
boyunda oldugu goriilmektedir. Burada ortalama olarak elips
alan formiiliine gore basg boyutlari alani yaklasik 6.28 p? ile
11.78 p? arasindadir.

Elektron mikroskobu sperm hiicre goriintiilerini 1x100
Oleekle biiylitmiis, kamera ise 8 kez analog 7 kez dijital toplam
56 kez biyltmiistir. Ancak uygulama analiz siiresinin
kisalmasi1 agisindan elde edilen goriintiiler 400x300 piksel
boyutlarina getirilmek i¢in 5 kez kiigiiltiilmiistiir. Buna goére
goriintiilenen hiicrelerin normal morfolojiye sahip olmalari igin
Kruger’in kriterlerine gore biiyiikliikleri yaklagik 7.88 mm® ve
14.77 mm? arasinda olmalidir.

Analizde kullanilan goriintillerin 72 dpi yogunlukta
¢ekildigi g6z Online alininca 1 pikselin sahip oldugu alan
yaklagik olarak 0.1244 mm?® olarak hesaplanir.

Boylece goriintii igerisinde bulunan gesitli piksel
biiytikliiklerine sahip hiicrelerin Kruger’in kriterlerine gore
normal morfolojiye sahip olmalari i¢in toplam yogunluklart
yaklasik olarak 63 (7.88/0.1244) piksel ve 119 (14.77/0.1244)
piksel arasinda olmalidir.

Buna gore calismamizda 63 piksel ile 119 piksel deger
araligi disindaki piksel yogunluguna sahip olan hiicreleri,
Kruger’in tanimladig1 kriterlere gore normal morfolojide sahip
olmalar1 gereken araligin disinda olduklari i¢in anomali olarak
kabul ederek ihmal ettik.

BULGULAR

Calismaya 0zel degerlere sahip mean ve treshold filtreleri
yardimi ile kullanilan goriintiilerde sperm hiicrelerinin bas
kisimlar1 sayilabilir hale getirilmis ve bu goriintiilerin
tamaminda tiim hiicreler gelistirilen algoritma ile bagarili
olarak sayilmigtir. Sayim isleminde yogunlugu Kruger’in
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tanimladig1 kriterlere gére normal morfolojide sahip olmalari
gereken araligin disinda olan hiicreler anomali olarak kabul
edilerek ihmal edilmigtir.

Insan iireme hiicrelerinin sayilmasi icin uygulanan bu
yontem zemin rengi sabit goriintiilerde nesne sayimi igin de
kullanilabilir, ancak nesnelerin ve goriintiilerin 6zelliklerine
gore uygulama parametreleri yeniden diizenlenmelidir.

[] [ [ [ (]
2 & FE R

Sekil 1. a) 3x3 boyutundaki hiicre tarama operatéri, b) 2x2
boyutundaki hiicre etiketleme operatori, c) yeni piksellerin
hiicreye dahil edilmesi
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Sekil 2. Akis Diyagrami

Sekil 3. a) Goéruntlinin elektron mikroskobundan alinan orijinal
hali (sol-Ust) b) gorintinun grilestiriimis hali (sag-ust), c) gri
seviye gorintuye esik deger islemi uygulanmasi sonucu olugan

siyah-beyaz goriintii, d) hiicre sayimi ve bolutlemenin ardindan
sonra olusan gorinta.
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TARTISMA

Rutin olarak kullanilmakta olan kameralarin lam ve lameli
arasinda 10 mikron'luk sabit bir hacim bulunmaktadir (10
mikrometre derinlikte). Yiizeyinde ise 0.lmm X 0.lmm
boyutlarinda 100 kareden olusan bir ag igerir. 10 kiigiik kare
icerisindeki hiicre sayisi sayilarak 1 milyon ile ¢arpilir. Bu say1
1 mililitredeki hiicre sayisini verir.

Mikroskopta goriintiilenen semen 6rneginde spermlerin
sagligindan s6z edebilmek i¢in belirli siirelerde belirli miktarda
hareket gozlenmesi de gerekmektedir. Ayrica hareket kriter-
lerine uyan spermlerin sayisinin %50’nin {stiinde olmasi
gerekmektedir. Caligmamiz hareketli goriintiiler tizerinde degil
sabit goriintiiler lizerinde gergeklestirilmistir. Sperm sagligt
icin gerekli olan hareketlilik 6l¢iimii yapilamamistir.
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