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OZET

Mikrobiyolojide dokiimantasyon amacina yonelik mikroskobik goéruntuler elektronik ve basili ortamlarda biriktirilirler. Her iki durumda
da, optik sistemlerde 113in kirinimina bagli olarak istenmeyen artefaktlar olugur. Rutin kullanilan cihazlar aydinlatma kontroliinden
(veya esdegeri olan 6zdes dogal yapilandirmadan) ¢ok daha duistik dinamikli alan yapilandirmalarina sahiptir. Sunulan galismada,
daha iyi mikolojik gorinti sunumunu saglamak igin, yiksek dinamik alanli (HDR) gériinimler 1sik mikroskobuna eklenen sayisal
kameralar ile olusturularak degerlendirilmistir. Candida dubliniensis kdkeninin %1 Tween-80 iceren misirunu agara lamel ile kapati-
larak, Dreschlera kdkeninin ise patatesli dekstroz agara ekilerek oda isisinda kulturleri yapildi. Yetmisiki saat inkiibasyon sonunda,
klamidospor ve hifal formlarin saptanmasi amaci ile dogrudan agar ylzeyinden ardisik mikroskobik goruntuleri alindi.
Makrokonidyumlar ve bununla ilgili hifal yapilar ise patates agar ylzeyinden seloteyp yontemi kullanilarak fotograflandi. Uzaktan
cekimleri kisisel bilgisayar ile kumanda edilen kisisel fotograf makinesi 151k mikroskobuna eklendi. HDR géruntuleri birer durak aralk
ile -2'den +2’ye pespese pozlandirma gorintileri ile agik kaynak kodlu bilgisayar yazilimi olusturuldu. Gériintliyli dogrudan etkileyen
mikroskop Isiginin yapisi gibi tim parametreler daha iyi kalitenin bulunabilmesi igin test edildi. Agik kaynak kodlu bilgisayar yazilimi
ile farkli ton diizenleme islemleri ve dontstumleri uygulandi. Sonug olarak, mikolojik dokiimantasyonda HDR gorintileri tek gekimli
islemlerden (dusuk dinamik alan fotograflarindan) daha kullaniglidir. Ton diizenleme islemleri yapilmamis HDR gorintuleri sunuma
uygun olmayabilir. HDR géruntileri Gzerine yapilan farkh ton dizenleme iglemleri fungal yapilarin gdsterilmesinde yararlidir. Ek
masrafa ihtiyag olmadan halen kullanimda olan sayisal fotograflama sistemleri HDR fotograflama igin yeterlidir.

SUMMARY

In microbiologic documentation, microscopic images are stored in electronic logical devices or printed materials. In each way, un-
wanted artefacts occur due to physical limitations of refraction in optic systems. Routine reproduction devices have much lower dy-
dynamic range than the radiance maps (or equivalently real work scenes). In this study, evaluation of high dynamic range (HDR)
scenes created by digital camera applied to light microscopy for more presentable mycological microscopic images was mode.
Candida dubliniensis and Dreschlera sp. were subcultured at room temperature on 1% Tween-80 supplemented cornmeal agar with
surface coverslip and potato dextrose agar plate, respectively. At the and of 72-hour incubation, consecutive microscopic images
were taken from slides by direct cornmeal agar surface for chlamydospore and hyphal formation. Macroconidia and related hyphal
structure images were taken by pressed cellotape slide method from potato dextrose agar surface. Remote shooting personal digital
camera was adapted to light microscope. HDR images were created by open-source software with continuous scenes from -2 to +2
exposure range step by +1 interval. All parameters directly effecting images such as microscopic light source nature, were tested for
higher quality. Several tone mapping curves and operators by open-source program were applied. As a result, HDR images are
more useful than radiance maps (or low dynamic range photographs) for lower magnification microscopic images in mycology
documentation. HDR images without tone mapping may not be more presentable than directly images. Different tone mapping pro-
cedures into HDR images are useful for presenting fungal structure. Present digital cameras are sufficient for HDR images in mi-
Croscopy.
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GIRIS

Mikrobiyoloji disiplininde mikro-organizmalarin fotograflan-
masl, hem verilerin sunulmasi hem de egitim amaci ile
siklikla kullanilan bir islemdir. Son yillara kadar i1s1ga du-
yarll kimyasallarin kaplandidi ortamlar ile olusturulan go6-
rintiler, ilerleyen teknolojinin yardimi ile sayisal (digital)
fotograflama tekniklerine yerlerini birakmaktadirlar (1).

Isigin fiziksel 6zelliklerine bagli olarak planapokromat
objektiflerde dahi gérintulerin keskinliginin kaybolmasi
veya istenmeyen artefaktlarin (halo vb.) ortaya ¢ikmasi
rastlanan ve istenmeyen bir durumdur (2). Bu durum
immersiyon objektifi ve immersiyon yaginin kullaniima-
dig1 buyutmelerde goérintiu kalitesini dusurdr. Mikro-
biyolojide bu objektiflerin en sik kullanildidi iki ortam mi-
kolojik (kiif ve maya) yapilarin incelenmesi ve bazi para-
zitolojik (natif digki ve kalin damla incelemeleri gibi) de-
gerlendirmelerdir.

Sunulan galismada, son zamanlarda yeni uygulanmaya
baslanan yilksek dinamik alan (High Dynamic Range -
HDR) fotografisi teknigi (3, 4) basit bir sekilde mikolojik
preparasyonlardan yapilan ¢ekimlere uygulanmistir. El-
de edilen gériuntilerin kalitelerindeki artigin, katkida bu-
lunabilecegdi teknik, sunum ve arastirma 6zellikleri tarti-
stimigtir.

GEREG VE YONTEM

Laboratuvar kosullarinda izole edilen Drechslera ve
Candida dubliniensis kokenleri HDR fotograflama tekni-
gini kullanmak amaci ile secildi. Drechslera tird,
makrokonidumlarinin  gelismesi amaci ile patatesli
dektroz agara, C. dubliniensis kokeni ise %1 Tween 80
iceren misirunlu agara pasajlanarak oda isisinda ¢ glin
inklibe edildi. Candida dubliniensis kdkeni i¢in gizgi ekim
yapllarak (izeri lamel ile kapatildi. inkilbasyon esnasinda
lamel ile agar ylzeyi arasinda hava kalmamasina dikkat
edildi. Dreschlera kokeni igin selofan bant yontemi, C.
dubliniensis kdkeni icin dogrudan agar-lamel ylizeyinden
mikroskopi yontemi uygulandi.

Laboratuvarda rutin olarak kullanilan Olympus CX31 isik
mikroskobunda 400x’lik gorintl olusturuldu. Ekternal
olarak ugayak yardimi ile mikroskobun okiler bélimiine
eklenen sayisal fotograf makinesi (Canon Powershot
A40) USB kablo ile bilgisayar baglandi. Cekim esnasin-
da hareket olmamasi igin sayisal fotograf makinesinin
tim ayarlar bilgisayar yardimi ile kontrol edildi. Sayisal
fotograf makinesinden goérinti almak igin Uretici firmanin
onerdigi program kullanildi.
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Cekim yapilacak gorintl sayisal kamerada netlestirildik-
ten sonra ayni bdlgeden ardisik ¢ekimler yapildi. Her
¢ekim igin +2 ve -2 pozlandirma araliginda +/-1 duraklar
kullanildi. Yapilan g¢ekimler, film hizi (ISO) ve 1sik kay-
nagi se¢imi gibi sayisal makinenin mikroislemci tarafin-
dan kontrol edilen parametreleri igin tekrarlandi. Elde
edilen goruntilerin HDR fotograflama goruntilerinin elde
edilmesi icin acik kaynak kodlu “gtpfsgui ver 1.8.3” prog-
rami http://qtpfsgui.sourceforge.net internet adresinden
saglandi. Her kdkenin HDR gorintilerinin olusumu igin
“Debevec” donlglimleri (4) uygulandi. Elde edilen goriin-
tulerin histogram analizi (kirmizi, yesil, mavi, renk, par-
laklik, girisim) bilgisayarda histogram degerlendirme ile
incelenerek karsilastiriidi.

Ana HDR gérintisunin elde edilmesinden sonra sunu-
ma uygun goérintinin saptanabilmesi i¢in ton dizen-
lenmesi islemleri uygulandi. Bu déntgstmler esas olarak
sayisal olusturulan goriintiiniin gergege en yakin haline
getiriimesi amaci ile kullaniimaktadir. Bu doénisimlerin
ana ozellikleri ve calismada kullanilan parametreler asa-
gidadir.

e Ashikhmin (5) dénlisiimu: Yiksek kontrast igeren go-
runtller igin tonlama donusimudir. Calismada No:2
esitlik denklemi kullanildi. Kontrast esik deger 0.5 ka-
bul edildi.

e Drago ve ark. (6) déntusumu: Sinirli parlaklik elde edi-
lebilen cihazlar ile yliksek kaliteli HDR goriintl olusu-
munu amaglar. Calismada test egim degeri 0.85 kabul
edildi.

e Durand ve Dorsey (7) donlisimu: Detaylari korurken
kontrastlari duslirmeyi amaglayan formulasyondur.
Calismada uzaysal temel Y degeri 8, saha temel 3
degeri 0.4 ve merkez kontrast degeri 5 kabul edildi.

e Fattal ve ark. (8) dbénlisimu: Detaylar korunurken
halo, 1sik gradient artiklari ve lokal kontrast kaybi gibi
sik karsilasilan sorunlarin kaldirilmasi igin kullanilan
formdldur. Calismada o degeri 0.1, B degeri 0.8 ve
renk doygunlugu 1.0 kabul edildi.

¢ Reinhard ve ark. (9) donlisimu: Gekim esnasinda sayi-
sal kamera tarafindan olusturulan artefaktlarin (halo
efekti vb) kaldirlmasi amacina yonelik donisumdr.
Calismada anahtar deger 0.18, ¢ deg@eri 1.0 kabul edildi.

¢ Reinhard ve Devlin (10) dontsimu: Monitor ve yazici
gibi sistemlerde gorintindn olusumu esnasinda kul-
lanilan fotoreseptor sistemlerinin, insan gérme fizyolo-
jisine benzer sekilde tanimlanmasi islemlerinde kulla-
nilan formilasyondur. Calismada parlaklik -10.0, renk
doygunlugu 0.99 olarak kabul edildi.
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Isik mikroskobisinde mantar yapilari

Poz (-2 —> +2) (a) FluoH (b) 1SO50 (c) Giinigig1
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Sekil 1. -2 ve +2 pozlandirma arasinda HDR dénisimlerinin histogram egrileri. Glnisigr donlstimleri tek gekimlik gorintilerde
dalga boylari arasinda daginik profil vermekte iken isik kaynagina uygun dénuglimlerde gerekli zitlklar olugabilmektedir
(x:Dalga boyu; y: 11k siddeti).
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Isik mikroskobisinde mantar yapilari

Poz (-2 > +2) HDR- y doniigtimler ~ —mememeemeee- Ton haritalamalar ---------------

Sekil 2. Bir Candida dubliniensis kdkeninin HDR ve ton haritalamasi goériinimleri [Debevec déntsumleri: (a) HDR-dogrusal y; (b)
HDR-2.2 y; (c) HDR-logaritmik] [Ton haritalama doénustmleri: (d) Ashikhmin; (e) Drago ve ark; (f) Durand ve Dorsey; (g)
Fattal ve ark; (h) Reinhard ve ark; (1) Reinhard ve Devlin] (5-10).
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Isik mikroskobisinde mantar yapilari

Poz (-2 - +2) HDR- y doniigtimler ~  ——emmemmeme e Ton haritalamalar ---------------

Sekil 3. Bir Dreschlera kdkeninin HDR ve ton haritalamasi goriinimleri [Debevec donlsumleri: (a) HDR-dogrusal y; (b) HDR-2.2 vy;
(c) HDR -logaritmik y] [Ton haritalama doénustimleri: (d) Ashikhmin; (e) Drago ve ark; (f) Durand ve Dorsey; (g) Fattal ve
ark; (h) Reinhard ve ark; (1) Reinhard ve Devlin] (5-10)
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Isik mikroskobisinde mantar yapilari

Kullanilan bilgisayar programinda Pattanaik (11) dénu-
sumi bulunmasina ragmen dondsimin amacinin (insan
g6zinin adaptasyonu ile gergekgi gorintiinin saglan-
masl) sunulan ¢alisma amaci ile uygun olmamasi nede-
niyle test edilmemistir.

BULGULAR

Yuksek dinamik alen diizenleme igin goériinen dalga bo-
yunda farkli renk ve girisim boyutlarina ihtiya¢g olmasi
nedeni ile uygun olan ¢ekimlerin digsuk enstantane hizi
ve stk kaynagi ozelligine goére (Olympos mikroskoplar
icin Fluo H doéniisiim) oldugu gorilmastar (Sekil 1).

Sekil 2 C.dubliniensis kdkeni, Sekil 3 Dreschlera kokeni
icin HDR doénusim ve donlisim islemlerinin yapildigi
sonuglari (ton haritalamasi) goéstermektedir. En uygun
uygulamanin agar yuzeyinden yapilan géruntiinun bu-
lundugu C. dubliniensis kékeninde Fattal ve ark. (8) tara-
findan onerilen dénisim ile ve selofan bant
preparasyondan yapilan Dreschlera ¢ekiminde Reinhard
ve ark. (9) tarafindan énerilen dénisim ile ortaya ¢iktigi
gorulmektedir.

TARTISMA

insan gézii, koni ve rod hiicrelerinde meydana gelen fi-
zikokimyasal tepkime ile cisimleri goriintu olarak algilar.
Mekanik bir optik sistemden gegirilen i1sinlarin distiga,
insan goziinde retinaya karsilik gelen sayisal kamerala-
rin sarj degisim panelleri (CCD)’nde ise kimyasal tepki-
me olugur. Gorlinti CCD Uzerinde bulunan noktalarda
olusan elektrik akiminin var/yok ikili sistemine bagh ola-
rak kameranin mikroislemcisi tarafindan uygun bir or-
tamda (monitdr, kamera ekrani vb.) olusturulur (2). Bu
islem esnasinda insan gozunin gordigu goérintd, mikro-
islemcinin programlanmasina bagh olarak gergeginden
farkhdir (11). Dogrudan negatif film Uzerine ¢ekim yapan
fotograf makinelerinden farkli olarak sayisal kameralarda
olusan son goéruntl (diger bir tanimla son gorintlyi
olusturan var/yok kiimesi) Gzerinde matematiksel islem-
ler ile farkhiliklar meydana getirilir. GunlUk olarak kullani-
lan bitin sayisal fotograf makinelerinde bu islem surekli
kullaniimaktadir (2).

Sayisal kameralardaki son gértntu kullanilan fiziki kosul-
lara ve kullanilan ekipmanin kalitesine bagl olarak degi-
siklikler gosterir (1, 2). Gunimizde siklikla kullanilan
sayisal teknoloji temelli fotograf makineleri, farkli mate-
matik islemler ile ¢ekim esnasinda meydana gelen ku-
surlari insan g6zl ile algilanan gérintiiye en yakin so-
nucu elde etmek igin mikroiglemcisi Uzerinde matematik-
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sel donusumler uygular (3, 4). Goruntl gergegine en ya-
kin sekli ile bilgisayarda depolanabilir hale getirilir. Butlin
fotograflama islemi, bu ana verinin gériintli veya yazici
aletler ile islenerek hedef kitleye gérsel veri olarak su-
nulmasi amacina yodneliktir.

Mikrobiyolojide kullanilan mikroskoplarda objektifin 6zel-
ligine bagli olarak 1s131n dalga boylarinda renk sapmalari
meydana gelir. Bu sorun planar apokromat objektifler ile
bir dereceye kadar diizeltilebilmektedir. Ancak blylitme-
nin 100x-400x arasinda bulundudu durumlarda insan
g6zindn uyumuna bagh olarak algilanmayan gorinti
sorunlari, 1s1gin optik sistemlerden gectigi sayisal kame-
ra ile gérintindn olusturuldugu durumlarda renk dalga
boylarina bagh istemeyen artefaktlarin (halo vb.) mey-
dana gelmesinde 6nemli bir faktordir. Sayisal kamera-
larda olugan gérintinin kalitesi kullanilan ekipman (ob-
jektif, CCD, mikroiglemci yazilimi) ile dogrudan iligkilidir.
Mikrobiyoloji ¢calismalarinda renk dalga boylarinin dagil-
digi x10 ve x40 objektifler gogunlukla mikoloji ve parazi-
toloji calismalarinda kullaniimaktadir.

Sayisal kameralar ile elde edilen gérintiler gogunlukla
basili ortama gegirilirken ton ve 151k oynamalari ile en iyi
sekilde okuyucuya sunulmaya c¢alisilir. Bu durumda ya-
yinin kalitesi basimevinin teknik olanaklari ile sinirhdir.
Teknolojik ilerleme ile birlikte baski-gérintileme kalite-
sinde de ilerleme olmasina ragmen, basilacak olan res-
min sayisal 6zelliklerinde genis dalga boyun varliginin
bulunmasi basima yarar saglamaktadir. Bu durum 6zel-
likle zit konumlarin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan ¢e-
kime ve yazilima bagli bir tekniktir.

Calismada sunuldugu sekilde, veriler HDR teknigine uy-
gun olarak sadece ardisik ¢ekimlerin yapilmasi ile alin-
mistir. Sekil 1°de, gin i1siginda insan goézindn farkh
renklerin dalga boyundaki dagilimlari algilamasi agik bir
sekilde goérilmektedir (guinisigr parametresi). Mikrosko-
bun soguk i1sik kaynagina bagh ayarlamada ise (Fluo-H;
bu veri farkli marka mikroskoplarin kullandidi 1sik kayna-
ginin 6zelligine goére degisim gosterebilir. Tungsten,
Fluo-R vb) gekimler arasinda dalga boylarinin birlikteligi
yakalanmistir. Bu birliktelik ardisik ¢ekimlerde kontrast
ve parlakligin goériintileme ve basim esnasinda net ve
anlagilir géruntu elde edilmesi icin kosuldur.

Sekil 2 ve Sekil 3'de gorilen Debevec dontsumleri (a, b
ve c) tek basina dogrudan yapilan ¢ekim gibi algilan-
maktadir. Ancak Sekil 2 ve Sekil 3'de elde edilen ton do-
nisumleri mikroskopta, dolayisi ile dokiimanter sunum-
larda vurgulanmak istenen farklari ortaya ¢ikarmaktadir.
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Bu déntgstumler ana goérintideki i1sik dalga boylarinin
dinamik olarak déntstum yapilabilmesi (ylksek dinamikli)
sonucudur. Bir sorun olarak mikroislemcinin bu ton dé-
nistmleri nasil yapilacaginin programlanmasinda ya-
sanmaktadir. Yontem béliminde detaylandidi sekilde
farkli matematik modellemeler farkh amaglara yénelik
islem yapmaktadir (5-11). Galismada sunulan iki farkh
mantarin géruntilenmesinde en iyi sonuglar farkli dénu-
sumler ile elde edilmistir. Agar yiizeyinden dogrudan ya-
pilan ¢ekimlerde agarin kalinlik (kalin agar i1s1gin kirinim
ile dogrusal yolu arasi aginin artmasina yol agmaktadir)
ve yapisal 6zelliklerinin (agarin gbézenekli yapisi iginde
yol alan 1s1da farkh kirinimlar olusturan, 1si1g1 dagitan)
goruntilemede netligi etkileyen 6nemli farklar oldugu
disindlmdstir. Bu sorunun ortadan kaldiriimasinda go-
rintide detaylari koruyan islemler [C. dubliniensis igin
Fattal ve ark. (8); Dreschlera icin Reinhard ve ark. (9)
donisumleri] sonu¢ vermistir. Selofan bant yénteminde
ise yapigkan bantin ve lam ile mantarin kalinligindan
olusan hava kabarciklarinin istenmeyen artefaktlara yol
actigr goéridlmustur. Isigin kirllma indisinin (n) dusuk ol-
dugu maddelerin dolgu maddesi olarak kullaniimasinin
bu sorunu g¢ozebilecedi disinilmelidir. Amaca yodnelik
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olarak Reinhard ve ark. (9) donisimu istenen sonucu
olusturmustur.

Bu durum, bir hipotez olarak, HDR ana gérintinin alin-
diktan sonra vurgulanmak istenen sonucun alinmasi
asamasinda arastirmaci ve yayinci (basimevi vb.) ara-
sindaki goruntl kalite kaybini en aza indirecektir. Halen
gecerli olan uygulamada ise arastirmaci gérintliyl elde
ettikten sonra zithk ve parlaklik ayarlarini uygularken
vurgulanmak istenen mikroskobik detaylarin (hifa iginde-
ki tibdller, klamidopor kalinhgi, septa genisligi vb.) netli-
gini kaybetmektedir. Yiksek dinamik alan gorintileme
teknigi bu zorlugu ortadan kaldirmakta énemli bir asa-
madir.

Guncel fotoreseptér uygulamalari ¢cogunlukla insan go-
ziinin akomodasyonuna bagli degisimlere uygun hale
getiriimeye c¢alisiimaktadir (3, 4, 11). Sonug olarak, es
zamanli  pozlandirma  yapabilen fotoreseptdrlerin
mikroskopi alaninda uygulamaya gegmesi, bu sure igin-
de de standart HDR tekniginin bilgisayar yazilimlari ile
olusturulmasi, vurgulanmak istenen mikrobiyolojik 6zelli-
gin belirgin halde ortaya konmasi ve basim asamasinda
yayincilara kolaylik saglayacagi acgikga belirgindir.
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