N

N

Numération bactérienne en épifluorescence: mise en
place d’une méthode automatique
Nathalie Brajon

» To cite this version:

Nathalie Brajon. Numération bactérienne en épifluorescence: mise en place d’une méthode automa-
tique. Sciences de ’environnement. 1993. hal-03796663

HAL Id: hal-03796663
https://hal.inrae.fr /hal-03796663

Submitted on 4 Oct 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/hal-03796663
https://hal.archives-ouvertes.fr

93/0604

RAPPORT DE STAGE

Nathalie BRAJON

NUMERATION BACTERIENNE EN
EPI FLUORESCENCE
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INTRODUCTION

Les méthodes les plus classiques de comptages bactériens utilisent les techniques
de dénombrement des germes sur gélose, ou celles des numérations directes en
microscopie, sur échantillons colorés.

I1 faut noter que les cultures sur gélose ne laissent s'exprimer qu'environ 1 % de la
microflore totale car seul les germes revivifiables sont capables de se développer sur
milieu artificiel.

Ces méthodes sont longues et soumises a divers biais, seul un faible pourcentage
de la population est représenté, de plus I'opérateur doit effectuer une estimation ce qui

compromet la reproductibilité des résultats. _
' _ Nous avoris donc dans l'étude suivante, testé la fiabilité d'une technique de
comptage automatique. Cette méthode utilise des échantillons fixés, puis colorés sur lame
( coloration DAPI ) et traités par le logiciel d'analyse d'image OPTILAB.
La comparaiSon des résultats obtenus,avec ceux résultant de la méthode manucllc,.'a et
réalisée a I' aide d'une analyse statistique simple. '

Cette étude a également permise de suivre 'évolution des volumes cellulaires moyens le
long d'un trongon de rivicre, afin de mettre en évidence une éventuelle relation entre la
taille des cellules et la qualité du milieu dans lequel elles se développent.

Pour ceci nous avons réalisés :
" . -une mesure globale des effectifs bactériens.
-une mesure globale des tailles des cellules
-une mesure globale d'activité (réduction d'INT )
-une estimation du taux des réserves intracellulaires de type -
polyhydroxybutyrate (PHB)
Les mesures d'activité et le comptage des granules de PHB ont été faits lors de
l'observation directe des préparation. Nous avons €valué les effectifs et les tailles
cellulaires; a I'aide de trois méthodes différentes :
-méthode manuelle.
. -par le logiciel OPTILAB, seuillage automaﬁquc :
: ‘ -option de scuillz'agc : clustering
-option de seuillage : metric

L'étude a port€ sur deux campagnes de prélévement menées en juillet et en aoit
1993. Les prélevements ont €t€ effectués sur un trongon de la riviere CHARENTE de



onze kilométres. Nous avons choisi huit stations d'échantillonnage en fonction de la

situation géographique de la ville  ANGOULEME (amont et aval) et des différents
points de rejets : ' :
héma de la situation d .

Angouléme amont

Frégeneuil
Fléac

Les Eaux Claires

St Michel

/7 Linars

Nersac

\/La Charente

-FLEAC, pont de basseau : se déverse une station d'épuration .
-LES EAUX CLAIRES : se jettent les effluents :
de la papeterie Godard St Michel *
de la staton d'épuration de St Michel
de la papeterie de 'Escalier
de I'hopital Girac
d'une zone industrielle
de I'entreprise SANOFI
-A CHARREAU se trouvent :
une cartonnerie
une papeterie
une clinique
une station d'épuration
-A LINARS : se déversent :
une station d'épuration

des rejets de la Nouére

*( nous avons appel€ St Michel, le point amont de I'écluse de Fleurac, cf. carte )
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[ COLORANT |

DAPY INT
{sensible & 1a lumidre) {sensible & la lumiare)

[ 100mgricomi BRI 1mg/100ml [ 0.2q/100mi |

Toutes les solutions méres sont conservées a 4°C et a I'obscunié

[ sotution-mere |

| PREPARATION DE L'ECHANTILLON B
sur le leccain
10 mi d'échantllon 10 mil g'echanution
+ +
Fixation : 0.5 mi de founol 1 mHINT
concentration finale ; 5% concentration finale : 0.02%
soit 0.2 mg/ml
+
1mide CN (KCN})

(SM:1,4mg CN )
Incubation : th
1p de terrain et abscurité
N +
Fixaton : 0.5 mlde formol
au laboratoire ¢ | concentration finale : 5%

Filtraiion de x ml d'échantilon
ou de 10 ml d'une dilution
sur membrane noire 0.2 um
(Polycarbonate Millipore)

. ;
0.8 mlde DAPI
{recouvrir la membrane
déposée sur lame)

Incubation ; Smn v

Fitration de x ml d'échantlion
oude 10 ml dune dilution
sur membrane blanche 0.22 um
(Millipore)

Ringage : eau déminéralisée
Smi environ
Séchage : alair
ijonlage lame-lamelle

enire 2 qouttes dhile

[O':)s-:-'*-.':mon immersion 100.')x__]

HOTA:
FAothoe DAL on aneser enenee.s

Toutes 125 soluhcns emaizroes soni <-hnees par hianon sur membyrane do porosate de 022 pm

1o e 3 hilraton, Justes T uaniie . bquade 3 10 mil POUL ASSUNST uUne PALLON homogene

Pour Fomnenvatina, Ly masn: o sl Clsane on quealio parmioes montees Separem.nt

Tableau 1 Proiocole opérmomnre des méthodes de coloration utthsées
Flone diagiam for the DAPEINT mcthod




1 - MATERIEL ET METHODES

1/ Echantillonnage
Un échantillon moyen d'eau a €té réalis€ pour chaque station, par mélange de 9
prélevements suivant un transect de riviére (3 points pour lesquels ont été effectués deux
prélevements, I'un en surface, l'autre en profondeur ). »
Aprés agitation vigoureuse des eaux recueillies, 10 ml sont prélevées en flaconnage
stérile.

2/ Traitement des échantillons
in si

L'échantillon est incubé en présence dINT. Un ajout de cyanure stimule la réduction
d' INT, en inhibant le dernier transporteur de la chaine respiratoire. Fixé au formol a 37
% le prélévement sera gardé a I'obscurité et 2 4 °C jusqu'au retour au laboratoire ot il sera
traité par coloration dans un délai de 15 jours.

b/ au laboratoire

1 ml d'échantillon est filtré sur une membrane noire 0,2 pm ( Polycarbonate millipore )
La membrane est ensui;c posée sur une lame et recouverte de 0,8 ml de solution DAPI.
Apres incubation pendant 10 minutes, la membrane est rincée et montée par quart entre
lames et lamelles, apres avoir €té séchée.

L'observation a I'immersion se fait & un grossissement de 1000.

cf. tableau ci-contre .

3/ Comptage par trois méthodes .

a/Manuelle
-Principe

L'observation et le comptage direct des micro-organismes ont été réalisés par
microscopie en épifluorescence .
Cette technique nécessite I'emploi de fluorochromes spécifiques des acides nucléiques
bactériens. Excités en lumiére de courte longueur d'onde, ils réemettent une lumiére



visible intense, mettant ainsi en évidence la présence des micro-organismes. Soulignons
que cette technique ne permet pas de différencier les cellules vivantes des cellules mortes .
Nous considérons cependant que la l€gere surestimation qui pourrait en résulter, est
compensée par la perte des €l€éments les plus petits.

Le fluorochrome choisi a €t€ le 4'-6-diamino-2-phenylindole dihydrochlorure (DAPI),
spécifique de I' ADN, et plus particulierement des bases azotée Adénine et

Thymidine *.

Afin de connaitre le pourcentage de cellules actives, nous avons utilis€ un

révélateur d'activité respiratoire, le 2 (p . iodophényl ) 3.p. (nitroph€nyl) 5 . phényl
tétrazolium (INT) . L'INT traverse les parois cellulaires et intervient comme accepteur
d'électrons en en détournant le flux. Le produit de réduction est I'INT-formazan,
détectable en lumiére transmise sous forme de cristaux rouges intracellulaires .
Nous avons également recherché la présence de PHB. En effet, dans un milieu carencé en
azote ou en carbone exogene, certains micro-organismes €laborent des réserves sous
forme de polyhydroxybutyrate . Ces granules de PHB fluorescent en jaune vif et sont
facilement détectables en épifluorescence.

Ces réserves se trouvent notamment chez Leptothrix, Pseudomonas, Bacillus.

-Méthode de comprage

La membrane est divis€e en quatre . Chaque quart est monté entre lame et lamelle .
Puis chaque lame est observée selon cing champs retenus de fagon aléatoire.

Lors de I'observation, directe, nous avons effectués :
-Un comptage du nombre de bactéries visibles .
-Un comptage du nombre de cellules contenant des granules de PHB et des cristaux de
formazan.

La technique de comptage manuelle repose sur la photographie du champ observé.
Nous avons effectu€ cette prise de clichés grice a un systéme vidéo ( caméra CCD
montée sur la téte trinoculaire d'un microscope EITZ ), couplé a une imprimante sony

(vidéo graphic printer UP 850 ) cf. photo ci-dessous :

* Punhlication RFRITT ADN TADDE 1002 n__

i . X_ e £ 1TED 14



Ceci permet de mesurer ultérieurement les cellules, plus aisément que sur la préparation,
comme nous pourrions le faire avec un micrométre oculaire.
Quelques précautions doivent cependant €tre prises. Il est notamment important de veiller
A ne pas introduire de biais lors du réglage de I'image sur I'écran vidéo, qui a souvent
tendance 2 grossir les cellules lorsqu'elles sont entourées d'un halo de fluorescence .
Au fur et 3 mesure, les images des champs ont été stockés sur ordinateur par un logiciel
d'acquisition d'image : Image Quest Hamamatsu (IQ-V55 ), pour €tre ensuite analysées
par le logiciel OPTILAB. _

Le comptage manuel a consisté 3 dénombrer les cellules et a évaluer les
biovolumes 2 partir de la vidéo impression. Pour ceci nous avons établis des tableaux par
classes de taille .cf. tableau ci-dessous :

DATE  16/08/93 e | stamon FLEAC
nb  [Nb de cell INT4H Longueur um| largeur pm | Volume / cell] Volume total- Volume moyen /cell|
23 0.3 0.3 0,014 0.325 0,161656907
3 0,5 0.3 0,028 . 0,085 % cell actives
64 0.5 0.5 0,065 4,189 0,20
48 0.8 0.5 0,124 5,969 Nb de champs obs.
24 0.8 0.8 ~ 0,268 6,434 20
28 1 0,5 0,164 4,582 Nb de cell /mb
27 1 0,8 0,369 9,953 803700
7 1 1 0,524 3,665 Quant. filtrée en ml
3 1,5 0.5 . 0,262 0,785 1 '
1 2 0,8 0,871 0,871 Nb de cell / ml
Total Total INT+ | Total PHB+ Volume global 803700
228 46 36,858

Les micro-organismes ont été mesurés 2 I'aide d'un double décimétre et d'une loupe, .
suivant leur longueur et leur largeur a la précision du 1/3 de millimétre (échelle utilisée :

1 mm pour 1 um ). Les plus petites classes de taille trouvées par cette méthode ont ét€ 0,3
pm / 0,3 pm. Ce méme procédé a été appliqué 2 tous les clichés, soit 20 clichés par
staton.

b / Traitement par le logiciel OPTILAB

Les images relatives 4 la premitre campagne ont été stockées "en chaine", puis
reprises et traitées une 2 un, d'apres le cliché photographique correspondant. Nous avons
principalement été confrontés aux problémes suivants :

- Individualiser les cellules des "flocs” organo-muqueux, afin de les rendre mesurables.

- Augmenter la brillance des plus petites cellules, afin qu'elles puissent étre détectées.

- Eliminer les particules non assimilées 2 des cellules.

- Diminuer l'intensité du halo lumineux se formant autour des cellules les plus

fluorescentes et risquant d'entrainer une surestimation des volumes.




ACQUISITION D'UNE IMAGE SUR
LE LOGICIEL OPTILAB




Pour atteindre ces objectifs de traitement, nous avons utilisé les tables d'
anamorphoses, qui permettent d'obtenir une modification du contraste de I'image.:

Table d'Anamorphase

(® £gelisation Q taversion QO Legarithmique
QO Exponentielle (O Carré O Puissance ¥
QO Racine Carrée QO Puissance 1/7Y QO Unite

O utilisateur

Seuils d’égalisation: Mini: 255

{JCréer nouvelle image

fRnnuler

Lorsque les cellules apparaissent grossies a I'écran par rapport a l'observation
directe, nous avons utilisé€ la fonction "exponentielle” pour un traitement de forte .
intensité ; un traitement plus léger peut €tre obtenu avec la fonction “puissance y".

L' "exponentielle”, 1a "puissance y", ou le "carré", réduisent la brillance et intensifient le
contraste de I' image dans les zones brillantes.

A Topposé, les fonctions "logarithme”, "puissance 1/y", et "racine carré”,
intensifient le contraste de I'image dans les régions sombres.
Pour augmenter l'éclairement des plus petites cellules, visibles a I'écran, mais non
détectées, nous avons utilisé la fonction "puissancc 1/y". )
Il arrive qu'une cellule repérée a 'observation directe ou sur les clichés photographiques,
n'apparaissent pas a l'écran. Il est alors possible de la repérer en mode binaire, de
sélectionner une zone, la plus étroite possible, autour de la cellule, puis revenu en mode
noir et blanc, utiliser dans le menu anamorphose la fonction logarithme. La cellule
apparait .
Cette opération a cependant tendance 2 faire ressortir le bruit de fond, d'oli l'intérét de
n'appliquer le traitement qu'a une zone limitée 2 la cellule, et I'importance d'avoir une
image d'origine de bonne qualité. ‘
Ceci souligne l'intérét d'une acquisition rapide de Il'image lorsqu'un champ est
sé€lectionné afin de limiter le phénoméne de "fading”. '
La qualité de I'image d'origine conditionne également la foncton de seuillage nécessaire a
la détection des cellules et aux mesures automatiques.
Les mé€mes traitements ont été€ appliqués aux échantillons recueillis lors de la deuxieme
campagne, mais nous avons cette fois traité les images au fur et 3 mesure de leurs
acquisitions, en considérant comme référence non plus I'image photographique, pouvant

elle aussi étre soumise a quelques déformations, lors de I'impression et au cours des



réglages sur 1'écran vidéo, mais en comparant les images stockées sur I'ordinateur, a
I'observation directe faite au microscope.

Cette derniére méthode ameéne a effectuer un traitement plus léger, et nous parait tre
préférable a la premicre

Afin que les cellules soient détectées, I'image doit tre seuillée. Nous avons choisi
d'utiliser un autoseuillage pour toutes les images, plutdét qu'un seuillage manuel qui plus
long ne donne pas de meilleurs résultats.

La fonction de seuillage automatique, (misis-autothresholding) comprend plusieurs
options : clustering-metric-moments-entropy-interclass-variance .

Les échantillons issus des deux campagnes ont €t€ traitées avec les deux options :
clustering et metric ; les résultats obtenus ont ét€ comparés avec ceux obtenus par la
niéthode manuelle a l'aide d'un test statistique non paramétrique, le test de FRIEDMAN,
(ou" analyse de la variance 2 deux voies sur les rangs") qui permet de comparer,
k échantillons dépendants (k > 2). La statistique suit une loi du*Chi 2, 2 (k-1 ) degré de
liberté.

11 - RESULTATS

les volumes cellulaires sont calculés a partir des mesures (par OPTILAB ) du
périmétre et de la surface des particules détectées, selon la formule : -

V=85%(S)5*(P)2

V = volume
S = surface
P = périmétre

Les résultats obtenus figurent dans les tableaux suivants :



Premiére campagne ; Juillet 1'993' ,

9
nb clichés VCM um3 nb _cell/mi % INT+ |% PHB+{"
ANG1 manuel 18 0,102} 712833 38,5 1,1
Optilab cluster 18 0.041 673371
Optitab metric 1 0.062 669240
FRE1 manuel 19 0.203 801473 13,4 1.4
Optilab cluster 19 0,136 645758
Optilab metric 6 0,232 718813
FLEACH manuel 20 0,148 560475 19.4 0
Optilab cluster 20 0.054 632060
Optilab metric 14 0,104 509897
EAUX CL1 manuel 20 0,250 4543725 S 0
Optilab cluster| 20 0,051 4249674 ]
Optilab metric 20 0.090 4231084 ;,f
CHARREAU1  |manuel 20 0.218 1075125 170 0.3
Optilab cluster 20 0,043 896038
Optilab metric 14 0,124 924189
StMICHEL1 |manuel 20 0,187 782550 10,4 0.9
Optitab cluster 20 0,044 5384880
Optilab metric 17 0,132 498649
LINARS1 manuel 20 0,245 1057500 12,3 0.3
Optilab cluster| 20 0,049 988988
Optilab metric 16 0.105 1542970
NERSACt manuel 20 0,593 2083275 12,7 0
Optilab cluster 20 0,080 2446444
Optilab metric 19 0.124 3436215
- i . nb clichés VCMum3 '~ {nb cel/m! % INT+ |{% PHB+
Deuxiéme campagne : Aoiit 1993
' . |ANG2 manuel! 19 0.198 805184 39.6 3.2
Optilab cluster| 19 0,063 727945
Optitab metric 9 0,102 718813
FRE2 manuel 20 0.257 775500 25 4.1
Optilab cluster 20 0,058 780780
Optilab metric 16 0,085 1013155
FLEAC2 manuel 20 0,162 803700{ 20,2 3.2
Optilab cluster 20 0,047 847704
Optilab metric 19 0,076 794478
EAUX CL2 manuel 20 0.488 690900 18.9 29
Optilab cluster 20 0,087 784498
Optilab metric|’ 20 0,160 799370
CHARREAU2 |manuel 20 0.305 1290150] 22.1 4.1
Optilab cluster 20 0.068 1264120
Optilab metric 16 0,099 2230800
StMICHEL2 [manuel 20 0.224 1194975 12,9 0
Optilab cluster 20 0,071 1234376
Optilab metric 15 0.115 1407883
LINARS2 manuel 19 0.184 1046358 14,9 0.4
Optilab cluster 19 0.051 8990162
Optilab meltric 20 0,091 1241812
NERSAC?2 manuel 20 0,204 1272525 11,3 0
Optitab cluster 20 0.059 1453738
L Optilab metric 20 0.100 1870154




10

Afin de mieux comparer les résultats suivant les différentes méthodes, nous les avons

exprimés sous forme de graphe, comme suit :

Effectifs par classe de taille

200 B opt Metric

d Opt Clustering

] Comptage manuel

60 1
40
20 .-
l X T i
o] ' 8
w 1w W oW L U WV Vv
b SR S RS- S A A A S A T T A . . SN S
© 03 @96 0049 % T ¢ TS ¢S J S 6 oo o o o
oooooooo.'._Y'YY\!AAAAAAAA
vV ¥V V VvV V VvV v v ¥V v wnw v v v v
W W W @ W W O N
© © 9 © 9 9 o o
© o © o 6 o o o
AAAAAA??

omparaison des effectifs de la ulation bactérienne trouvées par les trois méthodes :

5000000 T
4500000 1
_._
4000000 manuel
3500000 + + | =5 Optilab cluster
3000000 * L .
—*— Optilab metric
2500000 T /
2000000 + / /' \\ .
1500000 © * N /-\
- “_::/i
1000000 1 i!% L~ / 5
— -, §:
500000 7 RERS -
o 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

o% des effectifs bactériens en fonction de 3 classes
1, de taille et selon les trois méthodes de comptage

100
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III - INTERPRETATION DES RESULTATS

1 / les volumes cellulaires.

les mesures obtenues par la méthode manuelle sont significativement différentes
de celles trouvées a I'aide du logiciel OPTILAB. ( cf. test de FRIEDMAN, annexe n°1)

Le logiciel OPTILAB a en effet tendance 2 sous estimer les volumes cellulaires,
donnant une grande proportion de petites cellules. De plus nous avons mis en évidence
une différence importante dans les mesures concernant la catégorie des grosses cellules
(> 0,4 um ). Nous pensons que le biais obtenu intervient au moment du seuillage. En
effet il arrive que lors de cette opération, des cellules de grande taille soient segmentées et
détectées ensuite comme plusieurs petites particules. Ce phénomeéne survient notamment
lorsque l'intensité de la brillance n'est pas homogene. ' ,

Les trois méthodes donnent des résultats proches pour la classe de taille
intermédiaire : 0,065 pm <> 0,4 um '
En effet il n'existe pas ici de différence. significative entre les mesures manuelles et celles
effectuées par OPTILAB a l'aide de la fonction metric. (cf. test statistique, annexe n° “2
Ce résultat transparait sur la graphe suivant :

O Comptage maanuel

Opt Clustening

| Opt Metric }

<0,065

<0.065

<0.065 4
<0,065

»0,065-<0,4

i Comptage manuel

>0,4
0,4
>0.4
>0,4

>Q,065-<0,4
>0.4

>0,065-<0,4

>0,065-<0,4
>0,065-<0,4

En détaillant la classe intermédiaire ( 0,065 -0,4 um ), en huit classes différentes,
nous avons obtenu une bonne homogénéité des résultats entre les mesures données par la
fonction "clustering” et les mesures manuelles, concemant les classes de taille suivantes :

0,1 <>0,15
0,20 <> 0,25
0,30 <>0,35

cf. annexe n® 2
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2 / l'effectif de la population bactérienne
( nombre de cellules par ml d'échantillon d'eau )

Il n'y a pas de différence statistique entre les trois méthodes. le nombre de cellules par ml
est dans tous les cas comparable. ( Cf. annexe n® 3)

EFFECTIF BACTERIEN
CALCULE
SELON TROIS METHODES

5000000

4000000

D manue!

3000000 Optilab cluster

2000000 E& optilab metric

Optilab metric

manuel

Ainsi pouvons nous dés a présent remplacer la méthode de comptage manuelle par
la méthode de comptage automatique.

Ceci trouvera un intérét direct dans de nombreuses applications, comme par exemple pour

le suivi d'une population bactérienne au cours d'une expérimentation.

Concemant les mesures d'activité par les comptages de grains d'INT,
nous constatons un faible taux de cellules actives ( 20 % en moyenne ). La quantité de
PHB ( polyhydroxybutyrate ) est variable suivant les stations, mais reste faible, nous
remarquons cependant un taux trés important dans les prélévement des eaux claires de la
seconde campagne. Ceci peut éure en relation avec une carence du milieu en carbone
assimilable exogéne, expliqué par une diminution u€s importante des rejets pendant la
période aoiidenne, elle méme due 2 la fermeture ou au ralentissement de production des
industries.

Cette hypothése semble en outre conforiée par les chiffres du dénombrement de la

population bactérienne, qui mettent en évidence une diminution de I'effectif en aoit par
rapport a juillet.



Les mesures des volumes cellulaires obtenues 2 l'aide du logiciel OPTILAB
n'ayant pas abouties a des résultats satisfaisants nous avons poursuivis 1'étude en
collaboration avec les sociét€és GRAFTEK (créatrice du logiciel OPTILAB ) et MYSIS
(responsable de la conception du module de seuillage automatique ), que nous tenons a
remercier pour l'aide qu'elles nous ont aimablement apportées.

IV ESSAIS DE MISE AU POINT D'UNE METHODE DE SEUILLAGE
1- Collaboration avec la société GRAFTEK

L'utilisation de l'option de seuillage clustering a aboutit a une sous-estimation des
mesures des volumes cellulaires.
Afin de comprendre la cause de ce phénoméne nous avons fait parvenir a la société
GRAFTEK une image stockée sur disquette, identique a celles que nous avons utilisé tout
au long de cette étude. | |
Dans l'objectif de trouver un traitement plus appropri€ que ceux que nous avions utilis€s,
neuf traitements ont ét€ appliqués 5.l'image d'origine, suivis chacun de trois méthodes de
seuillage (seuillage manuel , autoseuillages clustering et metric )
Il faut noter que les traitements ont été appliqués 2 toute 1'image sans discernement
dezones particulieres . Pour cette €tude, ont ét€ utilisées les tables d'anamorphose et les
filres nion linéaires .

L'image a donc subie les traitements suivants, avant seuillage :

Par les tables d'anamorphose ont €€ utilisés :

* PUISSANCE 1Y avec Y=4 :
Cette fonction intensifie la brillance et le contraste de I'image dans les régions sombres,
faisant ressortir les zones claires . |
*EGALISATION :
Fait ressortir les niveaux de gris en étendant les niveaux de gris compris entre deux
valeurs mini et maxi a la palette entiére, les autres niveauxw sont fixés a zéro.
*LOGARITHME

Foncton voisine de puissance, mais dont I'effet est plus intense.
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Par les filtres non linéaires, qui permettent le remplacement de chaque pixel de I'image
par une combinaison non linéaire de pixels voisins, ont €t€ appliqués :

DIFFERENCIATION
Cette fonction dégage les contours des objets.
*SIGMA
Rehausse les contours par calcul de moyenne et d'écart type des valeurs des points de
I'image.
*PASSE BAS
Lisse et supprime le bruit par calcul de moyenne et d'écart type. Aboutit & un résultat
inverse de sigma. .
*ROBERTS
Fait ressortir les contours .
*SOBEL-PREWITT

Les mesures des volumes cellulaires obtenues a la suite de ces traitements
et aprés applications des trois méthodes de seuillage sont détaillées dans le tableau
annexe 4.
Afin de pouvoir exploiter ces données de fagon objective, nous avons comparé les
résultats obtenus par chaque traitement apres les différents seuillages, & ceux que nous
avons obtenus par la méthode manuelle, c'est 2 dire par mesures des cellules sur le cliché
de I'image d'origine.

Pour ceci nous avons utilis€ un test statistique, non paramétrique, le test de WILCOXON .

(ap=0,001):

Les traitements donnant les meilleurs résultats semblent donc étre ;
-Anamorphose puissance 1/y avec seuillage manuel et autoseuillage metric
-Logarithme avec seuillage manuel

Il n'y a pas non plus de différences significatives entre la méthode manuelle et ;les
traitements suivants, classés par ordre décroissant de fiabilit€ :
-Différencianon + seuillage manuel

-Sobel + seuillage manuel

-Sigma + autoseuillage clustering

-Robel + autoseuillage metric

-Prewitt + autoseuillage clustering

-Passe-bas + autoseuillage clustering

-Roberts + seuillage manuel

-Anamorphose puissance 1/y + autoseuillage clustering

-Anamorphose logarithme + autoseutllage clustering

-différenciation + seuillage manuel

14



Cette €tude aboutie donc a conseiller I'emploi des traitements utilisant les
fonctions " puissance 1/y " et " logarithme " de la table d'anamorphose. Il faut cependant
souligner qu'elle a porté sur une image bénéficiant d'un fond noir homogéne, et de
cellules bien distinctes.

Ces traitements ne seront par contre pas applicables dans les cas suivants, qui sont
pourtant fréquemment rencontrés lorsque 1'étude porte sur un nombre important
d'échantillons :

-~ - Lorsque des particules non assimilées a des cellules doivent Etre €liminées de I'image.

Si la fonction puissance 1/y est alors appliquée 2 toute l'image, ces particules seront -

grossies et comptées comme des cellules.

- Lorsqu'il existe des cellules déja trés fluorescentes, le halo de lumiére ayant tendance a
entrainer une surestimation des volumes, I'application de ces fonctions aboutira a une
augmentation de volume supplémentaire.

- Il arrive de plus que des cellules se trouvent agglutinées dans des flocs organo-muqueux
desquels il faut les extraire par I'analyse d'image, appliquer dans ce cas les fonctions
puissance 1/y ou logarithme 2 I'image, reviendrait 4 accentuer la brillance du floc et a
masquer davantage les cellules s'y trouvant prisonnicres. :

Si les résultats obtenus par cette méthode se rapprochent de ceux de la méthode manuelle,
il est possible que ceci résulte du biais introduit par l'utilisation de traitements, faisant
grossir arbitrairement les volumes cellulaires réels, et rattrapant ainsi la sous-estimation
effectuée par la machine. Cet effet est de plus, accentué par l'utilisation du seuillage
manuel, qui d'aprés I'analyse statistique donnerait de meilleurs résultats, mais. est
cependant soumis au seul jugement de 1'opérateur, ce qui peut aboutir a une légere
surestimation des dimensions cellulaires. '

~ D'une maniére générale nous pensons que 1'application de traitements comme puissance
1/y, logarithme, exponentielle, puissance vy, racine carré, carré, ne doivent pas €tre
appliqués a toute I'image, mais seulement 2 des zones s€lectionnées, nécessitant un
traitement particulier. Ainsi c'est en permettant une intervention différentielle sur I'image
que ces traitements trouvent davantage leur intérét .

Nous avons pensé que la sous estimation des volumes cellulaires résultant des
mesures automatiqués, pouvait venir non pas des traitements appliqués a l'image
d'origine, mais de Ia méthode de seuillage. Nous avons donc contacté Ia société MYSIS
responsable de I'€laboration des fonctions de seuillage.
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2- Collaboration avec la société MYSIS

Le module de seuillage automatique congu par cette société fait partie des menus
du logiciel OPTILAB. Les cinq possibilités de seuillage nous ont €té explicitées :

Vari . f )
Certe fonction n'est pas adaptée pour une faible population d'objets ( en nombre de pixels
) par rapport au fond de l'image.

C'est une méthode voisine de la précédente.

-Moments .
Est utile pour traiter une image mal contrastée.

-Entropy :
Prend fortement en compte les classes d'objets de faible probabilité. Ceci est.
particuliérement intéressant dans les cas que nous étudions .

Ici le nombre de classes ( phases ) retenues définit le nombre de niveaux de gris . Cette

méthode permet de prendre en compte les zones cellulaires périphériques moins
contrastées .

Les deux dernieres possibilit€s devraient donc donner de bons résultats quant a la
reconnaissance des contours cellulaires.

Pour utiliser la fonction clustering, un traitement préalable de 1'image a seuiller est
nécessaire pour €liminer le bruit de fond. Il faut choisir un élément structurant (masque
sous forme binaire) de taille supérieure au plus grand des objets a détecter. Puis réaliser
en niveaux de gris une ouverture qui lisse les contours et supprime les points isolés.
Apres avoir effectué la différence entre I'image initiale et cette derniére, il est possible de
seuiller 'image obtenue.

Le seuillage utilisant la fonction Entropy semble cependant aboutir a de meilleurs
résultats.

Nous avons mesuré les dimensions des 17 cellules se trouvant sur I'image ci-dessous,

par la méthode manuelle et apres 'autoseuillage par clustering et entropy :
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Il faut rappeler ici que lors de l'autoseuillage, un niveau de gris est choisi
automatiquement, correspondant au seuil, différenciant les éléments qui seront considérés
comme appartenant au fond, de ceux qui seront assimilés a des cellules.

Nous avons remarqué que l'utilisation de I'autoseuillage entropy, avec la valeur zéro pour
les pixels appartenant au fond, entraine un seuil de coupure trés élevé (58 pour I'image
étudiée ) et seule une cellule est détectée. Par contre si nous rajoutons un, a la valeur de
chacun des pixels de l'image, le seuil de coupure pour le seuillage est bas (9) , et toutes
les cellules sont prises en compte.

D'une maniére générale, il est intéressant d'effectuer un profil de ligne avant de seuilier
l'image, afin de pouvoir éventuellement abaisser la valeur du seuil de coupure pour le
seuillage, et ainsi permettre la détection des petites cellules qui auraient ét€ assimilées au
fond. Pour que ces opérations soient possibles 1l est nécessaire de travailler sur une image

possédant un fond homogeéne. Ceci est un. paramétre trés important a vérifier lors de
'acquisition des images.

Les calculs des volumes cellulaires moyens sur I'image pi'écédcnte ont donné les
résultats suivants :
- Par la méthode manuelle : VCM = 0,30 um3
- Par "OPTILAB", et aprés l'autoseuillage Entropy : VCM = 0,20 pm3

- Clustering : VCM = 0;11 pm3

Les mesures obtenues aprés l'autoseuillage entropy semblent meilleures que celles |

obtenues avec clustering . Des tests supplémentaires devront €tre entrepris pour confirmer
ce résultat. "

Remarque ;

Les formules permettant de calculer les volumes cellulaires sont différents. Dans le cas de
la méthode manuelle, les parameétres sont la longueur et la largeur des cellules, alors que
le logiciel OPTILAB utilise une formule faisant intervenir le périmetre et la surface.
Calculons le pourcentage d'erreur induit par cet aspect :

Cas d'une sphere de diametre = 1 cm

V=(m*D"3)/6=0,524 cm3

formule utilisée par le logiciel optilab :

V =85%S)*2,5* (P )-2=0,471 cm3

formule utlisée pour le calcul des biovolumes ( méthode manuelle )
V=(n/4)*12*(L-1/3)=0,524cm3

Soit une sous estimation de 10 % des volumes, induite par I'expression de la formule du
logiciel OPTILAB .
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La collaboration avec la soci€té MYSIS nous a apportée des éléments nouveaux,
qui semblent pouvoir aboutir 4 de bons résultats . -

Des tests supplémentaires permettront d'affiner l'utilisation de ces outils.

CONCLUSION

L'étude premiérement menée, avait reposé sur un choix relativement arbitraire des
méthodes de seuillage. Les mesures des volumes cellulaires qui en ont résulté s'en sont
trouvées sous estimées. Cette étude avait cependant permis de tester des méthodes de
traitement de l'image d'origine, et d'optimiser la qualité d'acquisition des images. Elle a
également monté la fiabilité du logiciel OPTILAB en ce qui concerne les comptages

cellulaires, permettant d'effectuer une estimation des effectifs bactériens trés rapidement.

Notre collaboration avec la société MYSIS a éclairé cette €tude, en nous
“permettant de mieux appréhender la signification des différentes possibilités de seuillage.
Ainsi guidés vers un choix plué approprié.é i’étudc de nos échantillons, nous avons
obtenu des résultats qui semblent dés a présent meilleurs, nous espérons que cette

collaboration continuera a s'avérer positive.
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TEST de FRIEDMAN

\nalyse de la variance sur les rangs.
omparaison non paramétrique de 3 séries dependantes dont les données
sont ordinales ou quantitatives.

1ombre d’individus valides = 16

aombre d’individus manquants = 1

: moyenne dev. std.

. I des rangs médiane minimum maximum

( 1) MANUELLE 0.24800 0.12502

l 47.00 0.102 0.593

i 2) CLUSTER 0.06262 0.02365

: 16.00 0.041 0.136

At 3) METRIQUE 0.11256 0.03947
33.00 0.062 0.232

Chi? = 30.1250

-GRAND ECHANTILLON :

3.d.1. =
p < 0.0001

Les séries différent significativement dans leur ensemble (p <= 0.0500).

(C) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.
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MICROBIO

TEST de FRIEDMAN

Analyse de la variance sur les rangs.

Comparaison non paramétrique de 2 séries dependantes dont les données
sont ordinales ou quantitatives.. -

nombre d’individus valides = 16
nombre d’individus manquants = 1
moyenne dev. std.
L des rangs médiane minimum maximun
( 1) MANUELLE 0.24800 0.12502
31.00 0.102 0.593
( 3) METRIQUE 0.11256 0.03947
17.00 0.062 0;232

chi? = 12.2500

GRAND ECHANTILLON :

.d.l.
<0

d =
P .0001

Les séries différent significativement dans leur ensemble (p <= 0.0500).

(C) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.
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TEST de FRIEDMAN

Analyse de la variance sur les rangs.

Comparaison non paramétrique de 2 séries dépendantes dont les données
sont ordinales ou quantitatives.

nombre d’individus valides = 16
nombre d’individus manquants = 1
moyenne dev. std.
Z des rangs médiane minimumn maximum
( 1) MANUELLE 0.24800 0.12502
32.00 0.102 0.593
( 2) CLUSTER 0.06262 0.02365
16.00 0.041 0.136

Chi? = 16.0000

GRAND ECHANTILLON :

d.d.l. =
p < 0.0001

Les séries diffeérent significativement dans leur ensemble (p <= 0.0500).

(C) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.
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IICROBIO

TEST de FRIEDMAN

\nalyse de la variance sur les rangs.
comparaison non paramétrique.de 2 séries dependantes dont
sont ordinales ou quantitatives.

aombre d’individus valides = 16
nombre d’individus manquants = 0
L des rangs médiane
( 1) MANUELLE
27.50
( 3) METRIQUE
20.50

Chi? = 3.0625

GRAND ECHANTILLON :

I

d.d.l. =
p = 0.0800

les données

moyenne
mninimum
68.25000
37.000
52.12500
44.000

dev. std.
maximum
17.31473
92.000
7.52662
64.000

Il n'existe pas de différence statistiquement significative entre les

séries (p > 0.0500).

(C) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.
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ZROBIO

alyse de la variance sur les

~ - -~

TEST de FRIEDMAN

rangs.

mparaison non paramétrique de 2 séries dépendantes dont les données
nt ordinales ou quantitatives. .

mbre d’individus valides
‘mbre dfindividus manguants

||

1) MANUELLE

2) CLUSTER

hi? = 0.5625

RAND ECHANTILLON :

.d.l. = 1
) 0.4530

‘1 n’existe pas de différence
séries (p > 0.0500).

(C) Copyright P.C.S.M. DELTA

moyenne dev. std.

16
1
I des rangs médiane minimum
1.06250
22.50 0.000
2.56250
25.50 0.000

statistiquement significative entre les

CONSULTANTS 1987-1992.

maximum
1.65202
6.000
4.76051
19.000
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“CROBIO

]
v

TEST de FRIEDMAN

a1alyse de la variance sur les rangs.

omparaison non paramétrique de 2 séries dependantes dont les données
ant ordinales ou quantitatives.

ombre d’individus valides = 16
ombre d’individus manquants = 0
moyenne dev. std.
L des rangs médiane minimum maximum
1) MANUELLE 0.25000 0.44721
_ ©24.00 0.000 1.000
2) CLUSTER 0.68750 1.57982
24.00 0.000 5.000

‘hiz = 0.0000

RAND ECHANTILLON :

MQ-

1. =
1.0000

1 n'existe pas de différence statistiquement significative entre les
;éries (p > 0.0500).

}
I
{Cc) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.



CLASSE DE TAILLE : 0,10 < > 0,15 pm
MICROBIO

TEST de FRIEDMAN

Analyse de la variance sur les rangs.
Comparaison non paramétrique.de 2 séries dependantes dont les. données
sont ordinales ou gquantitatives.

nombre d’individus valides = 16
nombre d’individus manquants = 2
moyenne dev. std.
I des rangs médiane minimum maximum
( 1) MANUELLE 9.12500 5.42679
‘ 25.50 2.000 21.000
( 2) CLUSTER 8.56250 5.12470
22.50 1.000 18:000

Chi? = 0.5625

GRAND ECHANTILLON :

o

d.d.l. = 1
P 0.4530

"Il n'existe pas de différence statistiquement significative entre les
séries (p > 0.0500). :

(C) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.
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.CROBIO

TEST de FRIEDMAN

1alyse de la variance sur les rangs.
>mparaison non paramétrique de 3 séries dependantes dont les données
»nt ordinales ou quantitatives. .

>mbre d’individus valides = 16
ombre d’individus manquants = 2
moyenne dev. std.
L des rangs médiane minimum maximum
1) MANUELLE ©19.06250 8.05373
35.50 8.000 31.000
2) CLUSTER _ 16.68750 5.59427
32.50 4.000 28.000
3) METRIQUE 16.68750 5.08224
28.00 10.000 26.000

|
hiz = 1.7813

RAND ECHANTILLON :

d.l.
-0

1 n’existe pas de différence statistiquement significative entre les
[éries (p > 0.0500).

C) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.
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- EFFECTIF BACTERIEN (Nombre de cellules par mt )
_CROBIO

TEST de FRIEDMAN

alyse de la variance sur les rangs.
ymparaison non paramétrique de 3 serles dependantes dont les données
nnt ordinales ou quantitatives. .

smbre d’individus valides

= 16

%mbre d’individus manquants = 1 |
r moyenne dev. std.
I des rangs médiane minimum maximum
i 1) MANUELLE 1218487.38 957665.236
z 33.00 560475.000 4543275.00
! 2) CLUSTER 1200658.50 933571.575
i 29.00 594880.000 4249674.00
: 3) METRIQUE 1412970.12 1073484.45
: 34.00 498649.000 4231084.00

qi? = 0.8750

‘RAND ECHANTILLON :

.d.1. = 2
. = 0.6450

;1 n'existe pas de différence statistiquement significative entre les
éries (p > 0.0500).

' C) Copyright P.C.S.M. DELTA CONSULTANTS 1987-1992.
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Tableau récapitulatif des traitements testés sur une image seuillée par GRAFTEK

Traitements de I'image avant seuillage Biovolume cellulaire en pm3
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

anamorphose 1/Y avee YD 0,08f 049 0,29 029 041} 006/ 0,34 034f 0722{ 029, 0,18 0431 0,14 0,83 035] 039 0,20
différenciation D 0,11 0,65 0,34 038} 0,56/ 0,11} 0,52 042] 032 043] 0,19] 0,52 0,18 0,.88] 042 049! 0,24
égalisation. 1D [ 0,08/ 049| 029 029 041| 006( 034| 034] 0,22] 029| 0,8} 043] 0,14] 0,83 0,35/ 039] 0,20
anamorphose log D 0,08] 049 0,291 029 041f 0,06 034 034] 022|029 0,18 043 0,14] 0,83 0,35 0,39] 0,20
passe bas D 0,19 0,87 048] 054| 0,78] 0,18} 0,74 0,61f 0,50| 0,54 0,31 0,77 029{ 1730] 0,62} 0,69 0,38
prewitt D 0,16/ 084! 042] 048] 0,68] 0,13f 0,68 0,55/ 039 048] 026/ 0,73} 023} 1,13] 0,60{ 0,65/ 0734
roberts D 0,091 0,59 0,32{ 032| 048] 0,09 040 0,39 0,271 0,33] 0,15 046/ 0,15 0,75| 0,32 0,46] 0,23
sipma D 0,19{ 0,.87{ 048] 0,54 0,78 0,18{ 0,74 0,61{ 0,50 0,541 0,31 0,77 0,29{ 1,30; 0,62 0,69/ 0,38
-1sobel D 0,16/ 0,83] 0,44] 048] 0,73] 0,141 0,69 0,57] 0,39] 048] 026f 0,75/ 0,23] 1,13} 0,60 0,65 0,38

Manuel 0,12| 060{ 0,23; 037] 047] 0,12| 0,51 023] - 0,23] 0,12] 042| 0,03] 068| 0,51f 037( 0,12

anamorphose 1/Y avec YC 0,06f 048] 0,24] 027;-037/ 006/ 031} 027] 022] 027 0,11 030] 0,12} 0,75 0,27{ 0,36/ 0,16
différenciation C 0,06 046| 0,24| 027| 038 0,03 031] 0729 0722 023 0,10{ 032 0,10] 0,76] 0,22 043} 0,16
égalisation C 0,03 0377 0,15 0,16/ 0,26] 0,03 0,18 0,19] 0,13 0,17 006| 0,24 007 0,57 0,17{ 026/ 0,12
anamorphose log C 0,05 044] 020{ 0,22| 0,35 005 026] 027} 0,16] 0724| 0,10] 029 0,0 066] 024] 0,29 0,12
passe bas C 0,06 0,56] 030{ 033] 047 0,0S5| 040/ 036] 028 033] 0,13] 037 0,4] 087{ 0,33] 048 0,21
prewitt C 0,07 056] 0,29/ 032 046} 005 040 036] 028 033 0112] 044; 0,13] 088] 0,26] 047 0,21
roberts C 0,05] 043} 021] 024] 036] 0,05 027] 0,27 0,20 022{ 007 032 011{ 0,74 0,02 0,37[ 0,16
sigma C 0,071 0,56] 0,30 033] 046| 005{ 040( 0,38 0,28/ 033] 0,14f 047 0,14] 0,78 0,29/ 048 0,21
sobel C 0,07] 0,56] 0,29{ 0,32{ 046] 0,05] 040| 036] 028/ 033| 0,15] 045] 0,14 0,87 0,28 047/ 0,21

Manuel 0,12| 0.60] 023] 037] 047, 0,12] 051§ 023 - 0,23] 0,12| 042! 0,03] 068} 051 037] 0,12

anamorphose 1/Y avec YM 0,08/ 049] 029] 029 041] 006] 034] 034] 022} 029; 0,18 043 0,14/ 0,83 035 039 0,20
différenciation M 0,08 0,54 025/ 030] 044] 0,06 037| 035] 025 0,29] 0,13} 045/ 0,14] 0,79] 0,28{ 044! 0,22
égalisation M| 005 039 0,19 022| 034] 0,05 0,24] 0,25 0,16/ 023 0,10/ 0,28 0,10{ 0,66] 0,21 0,30[ 0,12
anamorphose log M 0,06 048] 024 027 037 006] 031} 0727] 022{ 0273 0,11} 030; 0,12 0,75] 0,27 0,36| 0,16
passe bas M 0,11} 0,71 035! 044| 0,60{ 0,01} 0,52 047} 037] 040 0,23 0,65 020[ 1,01 048] 0.60] 0,28
prewitt M 0,09 064] 032] 039] 0,51] 0,09] 0,50/ 042] 0,34] 0,38 0,19/ 0,53] 0,19/ 098] 046/ 0,54] 0,26
roberts M 0,06) 0,50{ 0,24] 028/ 041 005 032} 031 022] 025 0,13 029} 0,11 0,76] 0,24 043| 0,19
sipma M 0,11 0,71] 035/ 044| 060/ 0,11] 0,52 047( 037 040 0723} 064 020[ 094 048{ 0,60/ 0728
sobel M 0,09{ 0,65{ 032{ 039 0,52/ 009] 052} 044] 035 038 020[ 0,52 0,19] 098] 045] 0,54 0,26
Manuel 0,12} 060} 0,23] 0374 047/ 0,12{ 0,51 023 - 023 0,12| 042{ 0,03] 0,68/ 0,51} 037] 0,12

Méthode D seuillage manuel, Méthode C : autoseuillage clustering 2 phases, Méthode M : autoseuillage metric, Manuel : comptage direct a partir du
cliché correspondant.



