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บทคดัย่อ 

ท่ีผ่านมาเคร่ืองนบัลิมโฟไซต์ชนิด CD4+ แบบอตัโนมติัโดยใช้รูปภาพได้ออกขายสู่ตลาด  
เคร่ืองมือน้ีเป็นแบบตั้งโตะ๊ซ่ึงมีราคาถูกกวา่เคร่ืองตรวจมาตรฐานเช่นเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ซ่ึงลิมโฟ
ไซตช์นิด CD4+ น้ีถูกนบัโดยการดูภาพฟลูออเรสเซนตท่ี์ติดสองสี อยา่งไรก็ตาม การนบัเซลล์โดยใช้
เพียงภาพฟลูออเรสเซนตมี์ขอ้จ ากดัเน่ืองจากไม่มีการยืนยนัวา่สีท่ีปรากฏนั้นเป็นเซลล์ ในการศึกษาน้ี
ไดแ้กปั้ญหาโดยการใชภ้าพพื้นหลงัสว่างท่ีสัมพนัธ์กนัเพื่อเป็นการยืนยนัความน่าเช่ือถือของวิธีการ
ตรวจ โดยลิมโฟไซต์ชนิด CD4+ จะถูกยอ้มด้วยเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสเซนส์และจะสามารถ
มองเห็นไดใ้นภาพฟลูออเรสเซนต์สีเขียวและสีแดง พื้นท่ีท่ีทบัซ้อนกนัระหวา่งเม็ดเลือดขาวในภาพ
พื้นหลงัสว่างกบัจุดสีในภาพฟลูออเรสเซนส์สีเขียวและสีแดงท่ีสัมพนัธ์กนันั้นคือลิมโฟไซต์ชนิด 
CD4+ เราไดน้ าเสนอวธีิการท่ีไม่มีการเรียนรู้แบบอตัโนมติัในการตรวจหาเซลล์ในภาพพื้นหลงัสวา่ง
และภาพฟลูออเรสเซนส์เพื่อท่ีจะนบัลิมโฟไซตช์นิด CD4+ วิธีการตรวจหาเม็ดเลือดขาวในภาพพื้น
หลงัสวา่งนั้นถูกพฒันาโดยค านึงถึงสัณฐานของเซลล์ท่ีมีขอบและค่าสีท่ีเด่นชดั การแบ่งส่วนเซลล์ได้
ท าเป็นจ านวนสองคร้ังเพื่อท่ีจะลดความผิดพลาดในการตรวจหาท่ีเกิดจากการเจอพื้นหลงั นอกจากน้ี
วธีิการแยกเซลลท่ี์ติดกนัก็ไดน้ ามาใชด้ว้ย จากนั้นเซลล์เม็ดเลือดขาวจะถูกเลือกโดยใชรู้ปร่าง  วิธีการ
ตรวจหาเซลล์เม็ดเลือดขาวในภาพพื้นหลังสว่างนั้นพบว่ามีความไวและค่าการท านายผลบวกท่ีดี 
ส าหรับการตรวจหาเซลล์ในภาพฟลูออเรสเซนส์ เราไดใ้ชก้ารแปลง top-hat หลายขนาดในการปรับ
ค่าความเขม้สีของภาพ ค่าเทรชโฮลด์ตั้งแต่ 0 ถึง 255 จะถูกใชใ้นการสร้าง กราฟ ROC เพื่อประเมิน
ประสิทธิภาพของวธีิการตรวจหาลิมโฟไซตช์นิด CD4+ กราฟ ROC ของภาพฟลูออเรสเซนส์สีเขียว
และสีแดงท่ีไดน้ั้นพบวา่มี TPR สูงขณะท่ี FPR ต  ่า ค่าเทรชโฮลดท่ี์ดีท่ีสุดจากแต่ละกราฟจะถูกใชเ้พื่อ
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ประเมินประสิทธิภาพในการนบั และเราพบว่าผลการนบันั้นแสดงค่าความไวและค่าท านายผลบวก
เป็นท่ีน่าพอใจ อย่างไรก็ตามควรพฒันาความถูกต้องให้เพิ่มข้ึนเพื่อให้สามารถน าไปใช้ประยุกต์
ทางการแพทยไ์ดจ้ริง 
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ABSTRACT 

Recently, automatic image-based CD4+ lymphocyte counting instrument is 

available in the market. This instrumentation consists of a portable bench-top, which 

cheaper than the standard counting machine, flow cytometer. CD4+ lymphocytes are 

counted via the bi-color fluorescence image. However, counting cell using only 

fluorescence image has certain limitations since no guarantee that the color spots are 

cells. In this study, this problem is solved by using a corresponding bright field image to 

guarantee the reliability of detection method. CD4+ lymphocytes are stained by 

immunofluorescence technique and they can be seen in both green and red fluorescence 

image. The overlapped region between the white blood cells (WBCs) in bright field 

image and color spots on corresponding green and red fluorescence images are CD4+ 

lymphocyte. We proposed the automatic unsupervised method for cell detection in 

bright field and fluorescence images in order to count CD4+ lymphocytes. The WBCs 

detection method in bright field image was developed based on the cells morphology 

which represents the outstanding edge and intensity information. The segmentation was 

done twice in order to reduce false detection caused by background. Besides, the 

classical method for separating adhere cells was implement. Then, the roundness was 

used to select the WBCs based on shape. The WBCs detection approach gave a good 

sensitivity and positive predictive value (PPV). For cells detection in fluorescence 

approach, we used a multi-scale top-hat transform as an intensity enhancement. The 

thresholding values from 0 to 255 were applied to generate ROC curve in order to 
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evaluate the performance of the CD4+ lymphocyte detection algorithm. The obtained 

ROC curves of green and red fluorescence images show the high true positive rate 

(TPR) while low false positive rate (FPR). The best thresholding value from each ROC 

was applied in order to evaluate the counting performance and we found out that 

counting result shows a good sensitivity and PPV. However, the accuracy should be 

further improved for the real medical application.                 

 


