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MOTS CLES 

Classification holographique, organismes planctoniques, holographie digitale, imagerie en 
flux 

RESUME 

L’identification et classification taxonomique des organismes planctoniques s’effectuent 
habituellement avec des techniques de microscopie classique, ce qui demande beaucoup de 
travail, d’effort et de temps. Pour remédier à cela, de nouvelles techniques d’identification 
automatisée, comme la cytométrie en flux, ont été investiguées ces dernières années. Pour 
améliorer l’analyse et l’identification des organismes planctoniques, de récents 
développements se sont focalisés sur l’imagerie en flux, c’est-à-dire la capacité d’acquérir des 
images de cellules planctoniques dans un flux d’eau. Les systèmes d’imagerie en flux 
traditionnelles sont basés sur la microscopie en champ clair, et sont soumis à plusieurs 
problèmes, comme par exemple la migration des cellules hors du plan de netteté, qui décroit 
la performance de la classification. Nous démontrons ici que la combinaison de la 
microscopie holographique digitale (MHD) et de l’imagerie en flux [1] améliore la détection 
et la classification d’organismes planctoniques. En effet, en plus de l’information d’intensité 
classique, la MHD fournit une information de phase quantitative, qui permet de générer un 
ensemble d’attributs discriminants pour la classification. De plus, la possibilité de pouvoir 
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remettre au net numériquement des organismes enregistrés flous augmente considérablement 
la profondeur d’investigation et permet le calcul précis des attributs de classification. En effet, 
pour qu’un attribut soit bien représentatif, il doit être calculé dans le plan de netteté de 
l’organisme. 

Des organismes planctoniques ayant des formes similaires ont été identifiés et classifiés avec 
succès à partir d’hologrammes enregistrés à l’aide d’un MHD fonctionnant avec une source 
lumineuse partiellement cohérente. Les attributs basés sur l’information de phase quantitative 
se sont révélés très efficaces et ont permis d’atteindre un taux de classification correcte de 
92.4%. 

I. CLASSIFICATION HOLOGRAPHIQUE D’ORGANISMES 

Pour cette étude, nous nous sommes intéressés à l’identification de trois organismes du 
nanoplancton : deux espèces de cyanobactéries, Cyanothece sp. et Stanieria sp. et une espèce 
d’algue verte, Chlorella autotrophica. Ces trois organismes ont été choisis car ils présentent 
une grande similarité tant dans leur formes, leur couleurs que dans leurs tailles, comme on 
peut le voir sur la Figure 1. Ils présentent en outre une forme sphérique simple (de 5 µm de 
diamètre), ce qui rend leur discrimination très complexe.  Ces cultures sont issues de la 
collection de culture de Yerseke (NIOZ-Yerseke, The Netherlands). 
 
 

 
 
Figure 1: Ligne du haut: Trois organismes étudiés : les cyanobactéries (A) Cyanothece sp. et (B) Stanieria sp. et 
(C) l’algue verte Chlorella autotrophica, où l’on remarque la grande similarité de tailles et de formes entre ces 

trois organismes à classifier. (Images prises avec un microscope à champ clair Zeiss Axioplan). 
Ligne du bas: Représentation pseudo-3D des images de phases des trois organismes obtenues à partir des 

hologrammes digitaux : Cyanothece sp. (D), Stanieria sp. (E) et Chlorella autotrophica (F).L’épaisseur optique 
(axe-z) permet d’observer clairement des différences entre les informations de phases de ces trois organismes au 

formes similaires, ce qui permet d’améliorer les performances de classifications. 
 

 
Une fois les organismes détectés automatiquement et remis nette [2-3], une procédure de 
classification holographique a été mise au point. La première étape consiste à extraire une 
série d’attributs caractérisant chacun des organismes des trois espèces. Des attributs 
morphologiques et de textures sont calculés pour classifier les organismes. Les attributs de 
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formes, obtenus après segmentation, sont calculés à partir du contour extérieur de l’organisme 
et sont composés de : l’aire, le périmètre le grand et le petit axe, l’excentricité et le diamètre 
circulaire équivalent.  Les attributs de textures (6 au total) sont calculés à partir de 
l’information d’intensité et également de phase, utilisant ainsi toute l’information 
interférométrique disponible grâce aux hologrammes digitaux.   
L’ensemble des attributs (6 de forme, 6 de texture d’intensité et 6 de texture de phase) est 
alors utilisé pour la classification des trois organismes nanoplanctoniques. Cette classification 
est basée sur une procédure de machines à vecteurs de supports (SVMs) [5], dont l’évaluation 
est effectuée au moyen d’une méthode de validation croisée imbriquée. 
Les résultats de la procédure de classification sont illustrés sur la Figure 2 où un niveau 
d’identification globale de 92.4% est obtenu pour l’ensemble des trois organismes.  Presque 
tous les Chlorella ont été correctement identifiées (97.8%), tandis que le taux de classification 
des Cyanothece est légèrement inférieur avec 90.8%. Les cyanobactéries Stanieria obtiennent 
le score le plus bas avec 88.6%. Toutes les Stanieria mal-classées ont été labélisées comme 
des Cyanothece et inversement. Cela peut s’expliquer par la très grande similarité de forme 
mais également d’épaisseur optique entre les deux organismes, comme on peut le voir sur la 
Figure 1.  
 

Classes réelles 

Classes estimées 
C. autotrophica              Cyanothece            Stanieria  

Total 
(%)  

Chlorella autotrophica 97.8 (± 2.6) 0.8 (± 0.2) 1.4 (± 0.9) 100 

Cyanothece sp. 0.0 (± 0) 90.8 (± 2.6) 9.2 (± 0.7) 100 

Staniera sp. 0 (± 0) 11.4 (± 0.9) 88.6 (± 2.3) 100 

 
 
Figure 2: Matrice de confusion des performances moyennes de la procédure de classification (en % ± SD) pour 

les trois organismes étudiés par la méthode de validation croisée à 10 niveaux. 

CONCLUSIONS 

Dans cette étude, nous avons mis au point une procédure de classification holographique 
d’organismes qui permet, grâce entre autres à l’information de phase quantitative, d’extraire 
des hologrammes digitaux des attributs significatifs et de correctement discriminer des 
organismes ayant des formes et des tailles très similaires. 
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