Les etapes du traitement de
I'analyse d'image

La capture - image brute

Préetraitement - niveaux de gris

Segmentation = image binaire Ameélioration

Post-traitement - régions d’'interéts Publication

Quantification = données

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Objec‘l‘if

Objet
biologique

Image
optique

Formation

—

QOeil D%

—

Capteur Ell ‘
Cgure.
1b 2D

Acquisition

Numeérisation

Traitement

Seuillage, filtres,..

Niveaux de gris

Représentation v

Fausses couleurs
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[ ¢ Imaged est un logiciel libre de traitement
et d’analyse d’images

U ImageJ - Mozilla Firefox @-

Fichiet  Edition  Affichage  Historigue Marque-pages  OQutils 2

hktpe i fesb.info. nib, gow i)

load | plugins | macro

Imaéed’

Image Processing and Analysis in J

o Feahwes

wistted F. 889,180 times. Zend comments to
alrner

Traduction en Java du logiciel NIH Image
du National Institutes of Health (USA)
développé par Wayne Rasband

|| fonctionne sur de multiples plates-formes (Windows, Mac, Linux, Unix, ...).

http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html
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Installation

"© Download - Mozilla Firefox CER

Fichier  Edition  Affichage  Historigue  Marque-pages  Outils

5 - | & http:ffrsbuinfao, nib.goyiifdownload bkl LB
Pane précédente : ; Actualiser  Accueil

home | news | do ' load | plugins | mac v | search | links

Download

(= 1j138-jdkb-setup.exe
JAR File {Upgrade or Llni)(ln qui est un fichier detype ;. application
nstall Ima al i a partir de ; http:firsb.info, nib,goy

Youlez-vous enregistrer ce fichier 7

IEnr'Eeg strer |e fichier | | Annuler
Mac OS X

Download Imagel 1.38 ( [ application. (Ihstructions)

Linux x86

Sun Java 1.5.0_09 runtime and

D 1ME) or without JTava (1. 7MB).

Mac OS 9
Download Imagel 1.3 pplication. (Tnstructions)

hktp: ,l'.,l' r ::II:I : in.F o, nil;u (o) i.j Tdo r;II:I ad i
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Installation

P ————————————————————————— — P
18! Setup - ImageJ : 18 Setup - ImageJ

Select Start Menu Folder
‘where should Setup place the program's shortcuts?

Select Destination Location
‘where should Imaged be installed?

Welcome to the Image] Setup
Wizard

Thiz will install Image) 1.44p on your computer.

J Setup will ingtall Imaged into the following folder, Setup will create the program's shortcuts in the following Start Menu folder,

Itiz recommended that you close all other applications befare
continuing.

To continue, click Nest. If pau wolld like to select a different folder; click Browse.

| | Browse. .

To continue, click Mest. If yau wolld like to select a different folder; click Browse.

Click Mest to continue, or Cancel to exit Setup.

At least 106,8 ME of free disk space is required. Don't create & Start Men folder

I_ Nest » ]|

Cancel ] < Back ][ Mest > J| Cancel ] < Back ][ et > ]| Cancel ]

—_————— —_ — e —— P
5 Setup - ImageJ g 5 Setup - ImageJ = i Setup - ImageJ

Select Additional Tasks
which additional tasks should be performed?

Ready to Install
Setup iz how ready to begin installing Image) on vour complter.

Installing
Please wait while Setup inztall: Image) on wour complter.

Select the additional tasks you would like Setup to perform while installing magel, then
click Mext.

Click Ingtall ko continue with the installation, or click Back if you want to review ar
change any settings.

Extracting files...
F:A\Image)yjrehlibh.charsets jar

Destination locatior:
F:hmagel

Additional icons:

[ Create a desktop icon
I:‘ Create a Ouick Launch icon

18 Setup - ImageJ

Completing the Image] Setup
Wizard

Setup haz finished inztaling Image) on wour computer.

Click. Finish to exit Setup.

|
Laurch Imagel E

¢Back || Mew> | [ Cancel <Back | Instal | [ Cancel
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Configuration

r

[

ImageJ Configuration

Y

& configuration File w
Fi\ImageliImagel.cfg

with the following parameters:

ii.jar ij.Imaged

Please cansulk the inskallation instruckions Far further details,

Plugins
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[F] i Configuration

= E— aEL)

[ ]

L Memory (32-bit)
Maximum memory: M

FParallel threads for: 5 |2

Line Width...
InputfOutput.
Ctri+F Fonts...
Ctrl+0 Frofile Flot Options. .
e _ ;s v Fuh garbage collector on status bar click
Irevert Ctri+taj+ Arrow Toal...

Foint Tool. ..

Ok | Cancel | HE!|F2I|

Wand Tool...

Compiler...

Ol

Edit -~ Option - Memory & Treads...
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Mise a jour

File Edit Imagde Frocess

Documentation. .

Installation. ..

r

L.‘: ImageJ Updater

Upgrade To: . [w1 45¢

] You are currently running v1.44p.
tMacro Functions. ..

; Ifyou " IrquPJ will quit
Update Imaged. .. 3

Refresh Menus

About Pluging

About Imaged. ..

Wind o H Elp

Help— Update Imagel...
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Folygon selections

- Recherche des plugins
Sur internet
Help-->Plugins...

- Glisser-Déposer
les fichiers .class ou .jar
sur la fenétre ImageJ

- Choisir I'emplacement
dans le répertoire Plugins

- Mettre a jour les menus
Help--> Refresh Menus

- Apparition de la
nouvelle commande
dans le menu Plugins

Help- Plugins...
Help— Refresh Menus

Irnaged Mews. ..
£) Plugins - Mozilla Firefox

Fichier ~Edition  Affichage  Historigue  Marque-pages Okl

Documentation. ..

Installation...
Plugins +
Mailing List... ' —

> B & C htkp:ffimagej. nib. gowijfpluginsg

Dew. Hesources. . =
home | news | docs | download | plugins | resources [ list| links
Macros. .. P I u g i ns
Macro Functions...
Contents

Acqusition
Refresh Menus Analvsis

Update Image.d. ..

Colle ctions
About Plugins Collection:

Abnut Imane. |
Color Histogram +

'@ ! ﬂ A E hkkpsfirmaagei, nif,govijfpluginsfcalar-hiskagram, kil

Color Histogram

Author: Dirmter Prodanow (dinu

Depattment
Leiden Tl

et, restart Imagel,
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ER Dossiers ImageJ

Fichier ~ Edition  Affichage  Faworis  Oukils

I'._-ﬁ'1I Précédente - 5 - Rechercher || Dossiers

]

—_J F:\Image] v E,g 84

I EIUrnn_ 000, exce

12 objet(s) (Espace disque disponible : 45,3 Gao) 2,36 Mo _!': Poste de kravail
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Topic 01 - Installation, configuration, help
and updates



Les bases pour l'utilisation d'ImageJ



Interface

File Edit Image Process Analyze Pluging “Window Help

Barre d'état

Imaded 1.46c Fdava 1.68.0_20 (32-hit)
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Ouvrir une image

&

EEE

Drag and Drop sur la fenétre
ou l'icéne

iy

Ctri+F

Fichier ~ Edition  Affichage  Faworis  Qutils
Ctri+F

Fechercher

It

ea-valurme, L

frap
CiMouveau dossier

™ coques tif
™% dic. ki
™8 Dot _Blot ki
™ emb.jpg
P =ninb. L

Type ! Fichier L5M Date de modification

File - Open ...

™ rri-stack. ki
™ nb.jpg

™ nb.raw

P b HE

)
=
[ ]
rm
|
=
e |
=
=

W

5 Paste de bravai
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Informations sur le pixel
sous le curseur de la souris
position en x,y

et valeur en niveau de gris

Informations image

Curseur de souris

Informations pixel

File Edit Ima ge Process Analyze Flugins Window Help

> |
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Touche « - »

r

'_L_L leaf
s 2l2a] | ||

e

CER

Zone affichée Touche « + »

483342 pivels, 8-bit 161K

Déplacement de I'image dans la fenétre
Avec la souris et la barre d'espace appuyee
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Outils de sélection (ROI)

Rectangle Polygone Ligne Point
Ovale A main levée Angle Baguette

v Rectangle Tool v Oval selections

Segmented Line  Multi-point Togl

Freehand Line

Founded Rectangle Tool Elliptical selections

Selection Brush Tool

Arrow toaol

Options : Double clic sur l'icbne de I'outil

s —mar

. Rounded Rectangle

e

. Selection Brush L Line Width

Mode:

Carner arg size; | HE pivels

Tolerance: - (100

ok | cancel |

| Enable Thresholding

LNt linastie ok | cancel

lice
. g k / / / [ Add to ROl Manager
Ajouter a la sélection : Maj-clic W Label Paints

Selection Colar:  |vellow W

Supprimer de la sélection : Alt-clic

Retrouver la sélection : Edit — Selection — Restore Selection R BE
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ROI Manager

AES

File Edit Image Proc

Particles. ..

summarize

Distribution. .

Label

Calibrate. ..

Histograrm Ctrl+H

Al

Add [

= . ROI Manager
Flot Frofile Cr| ke 1 8-hit: - | I

allule
Surface Plat... |

Mucléole
s ' Lipdate

Delete
Rename...
hMeasure

Fropedies...

Snlit
Add Particl

Flatten [F]
More »
|; E: h oy I|'-.'|I||

[ Edit Mode
Cptions...
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Outil Point pour le comptage

Help

|DH--|St | ,,

Add [t]

Add to ROl Manager

W Label Paoints

ction Color:

~ Edit Mode
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Dessin

T BB

LIndo

cut Ctrl+e

Copy Cri+C

Copy to System

FPaste O A33u3TT pixels, 8-bit 123K

Faste Contral. ..

Clear — Noyau
Clear Qutside

Fil =y Fill — Nucléole
Dr s CuLll Draw — Cellule
[vert Ctrl+iaj+H

Selection

Ciptions

Edit —» Clear...

Volker BAECKER - Marc LARTAUD|



Annotations

RGE; 450k

Histograrm Ctri+H
Plot FProfile CEr| -+

Surface Flot... 0| Manaoer.

Zolor Histogram Width in pm:

Heightin pi;

Font Size:
Color: | Black
Background: |Mone
Location: | At Selection  w

v Bold Text | Hide Test

Analyse—Tools—-Scale Bar...

Volker BAECKER - Marc LARTAUD|



Histogramme

r

. Imagel @ =] . Histogram of leaf
File Edit Image Frocess

Calibrate...

Histogram
Plot Profile

Surface Plot. ..

; B-bit 160K

Sels

Tools

Analyse—-Histogram

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Seuillage

- =

. ImagelJ @E}j

oCcess  Analyze Pluding Window Help

Des !sn: | ,a_ | |}}

|

Angletool | R N Brightness/Contrast...  Ctri+haj+C
Show Info... Gl || YWINHOWLEVEL.

Properties...  Ctri+maj+p || Color Balance...

! | Threshold... Ctrl+ha+T

b Color Threshold. ..

Crefault w  |[Red

stacks L SIZE... [ Dark background
Canvas Size. .. n
Crop Ctri+hda)+x Autg
) Lirne YWidth...
Duplicate... Ctrl+daj+0

Fename...

Ctrl+E

Lookup Tables

Image-Adjust-Threshold...
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Plot Profile

. Imagel E L Plot of leaf
File Edit Image Fro

SUmmarize

Distributian...

""""""" 200
Calibrate.. Distance (pixels)

Histograrm Ctri+H
Plat Profile Ctri+k

Surface Plot...
Sels

Tools

Analyse—Plot Profile

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



i B Mesures de sélection

Wand ftracing tool

IMin [Max |
141

Analyse—~Measure

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Mesures d'objets

Circularity; - |0.00-1.00

R

Mathing

E

[ Exclude on edges
| Include holes

[~ Rec s

~ o

[v Addto Manager [ Insitu Show

Ok | Cancel | | Help |

Analyse—~Analyse Particles...
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Fichier  Edition  Affichage

@ Précédente -

fdresse || F\ImageJimacros
=] MacroSet bxt

'il MakeMontage, bxt

[£] MakeSelectionDema.bxt

[=] Mandelbrat.bxt

S articlel abelingExample, bt
[Z] Print TaTextwindow. txt

[Z] Random(rvals. bxt

[Z] ROI_Manager Stack Diema.bxt
ij RoiManagerMacros, bxk

=] RoiManagerMoveSelections, bxt

=| RotatingPolygon. bt

[£] savessIPEG.Lxt

b

Twpe i+ Document b 573 ockets

Favaris

Ckils

4 @,
V|| Rechercher

v Bg ok
[Z] Showstatistics, bxt
'”| Snake. bxk
-M_] StartupMacros, bxk
U TableTricks, txt
[Z] TextDema.bxt
.“‘_’l Toolshortouts, bk
[Z] Taolswitcher txt

Macro

r S

EE®

4 ParticlelLabelingExample. txt
File Edit Font Macros Debug

FEX

Install...

Run...
run{"Blobs (25K)");

run("1 6-bit"y

fill(y:
}

<

r

setThresholdi 125, 2487,

run"Anakyze Particles..",
"rinimum=1 maximum=989989 hins=20 show=Masks display ex

selectwindow("Mask of blobs git'y;

for {i=0; i=nResults; i++)
dovvand(getResult("xStart" i}, getResult"rStart", ii);
setColor(getResult"Area", ih);

.J. Results
T @ File Edit Font Results

U/ This macro labels the blobs from the 'Blobs' test image
I according to their area.

run{"Set Measurements...", "area center redirect=None decimal=:

FEX

110.500

245,500

Volker BAECKER - Marc LARTAUD

area w I [xstart |yt~
37 170 206414 203488 205 195
38 472 26319 215160 21 188
39 613 103332 214269 93 199

543 62664 217835 60 203
41 585 234522 227816 233 214
42 858 180452 230218 168 217
43 281 138466 233655 136 223
44 215 46542 240989 44 232
45 3 76827 242827 76 242

245




File Edit Imade Process
|_ 214 | € Install... Ctri+Maj+M
=LIM...
it
sStartup Macros..

Record...

- —— =
hlns.gi'f @ r_,‘—_ Recorder

AExI A4 pivels; 8-bit(nverting LUT); 641

] EF' I| rr II ;
di"Default™)
.

Plugins—Macros—Record...

Record: ' w| Marne: | Macra.ijm

Create
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i Plugins

B window  Help

Shortcuts

LItilities

r".] 2t
5 ; File Edit Select Transformation W
Compile and Run... '

Interactive 30 Surface Plot

Examples stack 3D surface Plot

Stack Filters

Sraphics

Input-Output

r.h*:_ bat-cochlea-... @

36114 121%1 54 pixels; 8-hit, 2MB

Taools

&

b2 >

Plugins—~3D-3D Viewer
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Barres d'outils

abelling Tools
Drawing Tools
Example lcons
Lookup Tables
Luts Macros and Tools Updater
Magic Montage
Stack Tools

Toolset Creatar

Help. ..

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Panneaux de commandes

L ImageJ | @@1 FE Control Panel @1

Macros

Color picker (0,0,00 shortcuts

LItilities *

ey v Find Commands. .. Ctri+L

Control Panel... Ctrl+haj+U

Compile and Fun...

"B utilities M=

& Show Parent

Contral Panel..
Cirl+taj+5 Find Commands. ..
o T | - Conkrol Panel...
Examples Capture Image Find Conmmands. .
Filters Imaged Properties. ..

Graphics Threads. ..

Input-Output

Benchmark
Feset. .

.
-
... L
-
-
-
-
-
-
-

Toals e
-| ) araphics

~| ) Input-Cutput

==
&
==
&
&
&
&
==
==
==
&

Plugins—Utilities—»Control Panel
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Topic 02 — Basic tools 1

Topic 03 — Basic tools 2



[fE]

L’'image numerique
Les Pretraitements
La Segmentation
Les Post-traitements

La Quantification






Image et deformations

Bruit PSF

True image

Blurred image Deblurred image

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Image numeérique = tableau de pixels
DE&

£ ophrys-1.jpg (600%) DEX

(364x58d pixels, RGH, B28K

Détail = Affichage * 6

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



5?15 Résolutions : Nombre de pixels par pouce a l'affichage

= ophrys. jpg (25%) =13

10241024 pixels; RGE; 4MB

Impression 300 dpi

1024*1024
1 Mega pixels

Ecran 72 dpi

w73

.....
.....

|||||||||
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[l Codage binaire  wm 529

364x554 pivels, B-bit; 207k

. ess (3200%) ' '

4xd pixels: 8-hit Ok

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



L Codage
" 1bit->2 valeurs 3bits—>8 valeurs Sbits—>32 valeurs

*Sans titre-4.0 (indexée, 1 calque) 282x565 ‘Sans titre-4.0 (indexée, 1 calque) 2B2x565 *Sans titre-4.0 (indexée, 1 calque) 2B2x565

Fichier Editon 3 Affichage Image Calgue Oul Fichier Editon Sélection Affichage Image Calgue Fichier Editon Sélection Affichage Image Calgue
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|l Codage 8 bits 0->255 Valeurs de Niveaux de gris

| =

—
_,z-w

= ess.tif {31{}[&.} @-- = ophrys-1.jpg

4xd pixels; 3-hit; Ok

JEdx584 pixels; B-hit; 207K

Edit LUT

5 O O I
110 O A A R |
5 A R

| Apply || Preview Cancel |
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Codage couleur 24 bits RVB

= ophrys.jpg
264x584 pixels; RGAH:; A

File

Edit

acros

[ ]

[
\

EEX

Volker BAECKER -
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Piles d’'images : Stack

=13 . FEE im0 EEE

1371256 (137); 256x256 pixels; RGE; BAME

Ex2 56 pixels, RGE, GAME

[ 155/2466 (185), 2560256 pixels, RGE, BAME

X Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Format d'image

8bit, 16bit, 32bit, 8bit color
RGB

Stack

HyperStack

Format de fichier

RAW : image brute

TIFF : sans perte + metadonnées

JPEG : compression avec perte d'information

LSM : format proprietaire de chez Zeiss
OME-TIFF : format Open Microscopy Environment



Topic 04 — What is a digital image?

@




[ o

L’'image numerique

Les Prétraitements

Amélioration de la visualisation
Filtres et operations

La Segmentation
Les Post-traitements

La Quantification



Histogrammes :

r

‘l MR! I iy

= ophrys-1 ]PE = ophrys-2.jpg
JB4x684 pixels, B-hit, 2071

= ophrys-2.jpe B[=E3
2645584 pixels, B-hit; 207K 3645584 pixels, B-hit;, 207K .

Distribution des niveaux de gris

r

200x240 pixels; 8-bit; 7Ok
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|W g_n‘._;fz, Correction de la dynamique de I'image
| | =

Dynamique = [ valeur_mini , valeur_maxi |
~ ophrys-2.jpg M=1E3
364584 pixels; 8-hit; 207k

= ophrys.jpg

= B)X]
J64x584 pixels, 8-bit; 207k

_ Histogram of ophrys-2 A= J ~ Histogram of ophrys
300240 pixels; 8-hit, 7Ok

CEX
300240 pixels, B-bit, 7Ok

Count 212576 Min: 3
Max: 1186
Mode: 12 (21784)

Min: 10

Max- 255

Mode: 31 (8163)
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Corrections linéaires

Luminosité Contraste

Lo DR

Niveaux

Lwe DEK

<  Mini
< Maxi
Luminosite ™

< Contraste R

Minimum

Ml i

Brightness

Contrast

Image-Adjust-Brightness/Contrast...
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Correction non linéaire : Egalisation de I’histogramme

119%410 pixels; 8-hit; 48

- 2

Saturated Pixels: m %

i Enhance Contrast

v Mormalize

Iv Egualize Histogram

Normalisation Egalisation
Process—Enhance Contrast

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Correction non linéaire du Gamma

y =range * (x / range ) » gamma
range = gamme de valeurs des pixels de l'image

333K3TT pixels: 8-hit 123k 333K3TT pixels: 8-hit 123k

Yalue: £ * 1280

WV Preview

oK | cancel |

r

._'.i. Gamma. pdf - Adobe ... _@1

22 NIET pivels, RGRE; 201K

gamma
correction
/22 .

/ CRT

Count: 125541 Min: 100 /' gamma 2 =
Mean: 211471 Max 255 e Count: 125541 Min: 24
StdDev: 32.860 Mode: 255 Mean: 166.568 Max: 255

' StdDev 53.130 Mode: 255 (3411 4)

Process-Math—-Gamma...
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UT Lookup Unit Table

A 4z 4 -
= ophrys-1.jpg = ophrys-2.jpg,
IR4x584 pinels; B-hit; 207k 364x084 pixels; 8-hit; 207K

| Preview Cancel

Edit LUT

| Appl‘y | Preview |

I —— 5 S N R T F ] 1 5 B "-'._,':;g-::; o I
f e, 1 T
¢\- : | & |
4 : .

Image-Lookup Table = | Mooy || preview || Cancel |
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Réglages avec la LUT Hi Lo

Edit LUT

EER

ophrys.
RGH :

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



G al n Offset Va}:;bp:ﬁﬁ(s?in ConA}\;Ee)rter

Digital
Numbers

Le gain (contraste)

joue sur la dynamique L'offset (luminosité)
de I'histogramme déplace I'histogramme

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Réglages avec la LUT Hi Lo

r |
= Histogram of ophrys
(300240 pikels, RGH; 2800k

Min: 10

List| Copy| Log

s

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Outils LUT dans ImageJ

L LUT Editor

| Segmente

Properties... Ctri+Maj+P
Convert Stack to RGB

RGH Spit

Color

RGB Merge...
Show LUT

Duplicate... Ctrl=Maj+D Edit LUT ..

Repame...

Caolor Picker... CirMaj+<

Scalke...
Rotate Blus

Cyan
2oom
Magenta

Inwert LUT
0 pp r':,l LUT
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T ——

163 (Red, 512451 2 pixels; 8-bit, 768K S =Rt bRk

Composite

W Channel 1

W Channel 3

Image—-Color-Make Composite

Réglages d'images composites

Minitmuem
haxirmum

Brig hthess

Volker BAECKER - Marc LARTAUD
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Topic 05 — Brightness and Contrast
Adjustment



[ o

L’'image numerique

Les Prétraitements

Amélioration de la visualisation
Filtres et opérations

La Segmentation
Les Post-traitements

La Quantification



Filtres de convolution

Source
(Original)
Imaqge

Destination
Image - <y
Target

Pixel
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gnf'a? Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

w[of o] o]0 ol ol
o] ] ] 0] 0
o] o] 0] 00

o] 0] ] 0] 0
] ] o] 0] 0
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 133
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108
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Filtres de convolution

Image source Noyau Image résultante

Somme /12 = 108

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



oo

] o

o] ] 0] 00
ol o sl
o] ] o] 0] 0 ol o o

L ess2 (320... L BIR) Les3(20.. B

5x5 pixels; B-hit; Ok Sx5 pixels; B-bif; Ok

B Le résultat d'un tel filtrace est un liszace de limage, il s'agit d'un filtre passe-has.
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B OORVEIPE o LB Filtre = ophrys.jpg LS

3645584 pixels, B-hit, 207 264x584 pixels, B-hit; 207K

passe-bas
moyenneur

r

~ Convolver... @

Open.. | Save

v Normalize Kernel

Ok | Cancel

Plotofophrys . [= 3]

GrayValue
Gray Walue

in |
I
|'|Hf|‘ ||I ‘ lﬂ I‘

IJ
\

b q“lﬁhﬂﬁl"' ||

— : Distance (pixels)
listance (pixels)

Process—Filters-=Convolve...
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[l  Filtre médian

f .S -X
o) w—=

Un filtre médian non linéaire affecte au pixel
central la valeur médiane de la série; ce qui
nous donne, dans le cas de notre exemple, la
serie de pixels suivante :

En effet, |la médiane de : 12,13,14,15,18,19,21,27,29 est 18.
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wels; 8-hit 207K

||I|I|\P~|“|'|rl|lluf|'i ||||'||'.ir|j||‘||1|”|||||”’||l )

|

) "| ‘w“;\J |r. | thl.h '||| fh ||u | u\#

Gray Value

Cistance (pixels)

Copy...

Process—Filters-Median...

Filtre
meédian

Fadius: im pixels

8] zancel

264x584 pixels,

8-hit, 207

K

Distance (pixels)

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



= ophrys.jpg @@ Filtre - ophrys-1.jps @@

364x584 pixels; B-bit, 207K

64584 pixels; B-hit, 207k

Gaussien

- |
~ Gaussian Blur...
Radius (pixels) |

| Show Kernel

Cancel

I
i r|‘
T

Gray Value

Gray Value

. r| ' ‘ H |‘| ‘
AT TR -
3 I Jlfﬂl'l‘ W 1||| ||‘ w * ~',| |rI ‘ (1\ H!‘ ‘! |J |h|

Distance (pixels)

Process—Filters-»Gaussian Blur...
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Filtre Détection de bords

ﬂ-. Convolwver...

v Mormalize Kerne

I_ F' =] '|||'i By

[v Mormalize Kernel

I_ F' r'E!'nln'i By

Les images sont convoluées
par les filtres de Sobel
Le resultat est la racine carréee

de la somme des carrés des images

Process—Finds Edges

= ophrys.jpg

3645584 pixels, B-hit; 207K
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Filtres Passe-haut

Le résultat est une accentuation des détails et du contraste
mais aussi une augmentation du bruit
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Combinaison Gaussien Laplacien

Laplacian

1 1

Laplacian of Gaussian (LoG)

Les propriétés de réduction de bruit des filtres Gaussiens peuvent étre
utilisées en combinaisons avec d'autres filtres qui au contraire génerent du
bruit, comme les filtres Laplaciens. On peut par exemple choisir d'appliquer
d'abord un filtre Gaussien pour réduire le bruit, avant d'appliquer un filtre
Laplacien pour détecter les points autour desquels les variations de
luminosité sont importantes.
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Ti=

!Bl Filtres et Opérations dans ImageJ

& Convolver...

Fie Edit Image QEGltl Analyze Pugine  Window
| I 1 Smooth Cirl+haj+5
Freehand line se| =harpen

Find Edges Cirt+Maj+F Open.. |

s e e e

W Mormalize Kernel

hedian...

hean...

=R T Minirmum...

Fiters Maximum...
LInsharp Mask...

Image Calculator... i

Subtract Background... i

Repeat Command Ctri+Maj+R Show
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Topic 06 — Noise and filter
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Correction du fond

Sources de degradation

- Bruits de la caméra: bruit aléatoire, «pixels chauds» ,bruits périodiques
- lllumination non-homogéne

Correction a la capture
Fixer les réglages microscope — acquisition

Captures moyennées d'un champs noir CN (en coupant le trajet optique)
d’'un champs clair CC (lame sans échantillon) et de I'échantillon
Image corrigee = ( (échantillon - CN) / (CC - CN) ) * 255

Raw Image Flat Field Frame Dark Frame Corrected Image

- _.;_ .
1 w F 8
|~'I i o 0 =
AR T ‘
8’ E
§ : f f.-'"'-.'
Prs e ¥

;o

o
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Correction du fond

Correction apres la capture
Bruit aléatoire : filtre gaussien ou médian mais perte de détail

Pixels chauds : filtrer les pixels saturés isolés

Bruit périodique : filtre de Fourier

[llumination non-homogene :

- Soustraire la méme image tres floue (filtre gaussien trés large)

- Algorithme « rolling ball » (Imaged Process-> Substract Background)
- Toute une serie de plugins implémentés dans ImagedJ (Fitting a polynomial surface)
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Masquer le fond

121%247 pixels: RGE; 1°

IF= =

.ﬁausﬁiﬂﬁaﬂiﬂﬂ-g‘; E

1213247 pixels: RGB: 17

ﬁzlmgggﬁa.[éuiaiur;

lmagel: |in |:: _t-i'f .

Cpetation:  |Subtract

lmage: -T'T ol
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Orig —(Flou — Orig)

Flou - Orig
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Topic 07 — Background correction
Unsharp masking
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L’'image numerique
Les Pretraitements
La Segmentation
Les Post-traitements

La Quantification

Permet de separer les
regions d'intérét du fond.



TER Le Seuillage automatique

=

r . |

. ophrys-1.tif @ b

271x2589 pivels; 8-bit, B9k

0

Count: 701849

Intermodes
lsoData

I [soData
Li
mMaxEntropy
Mean
minErrar
Minirum
mMoments
otsu
Fercentile
REenyiEntropy
sShanbhadg
Triangle

271%259 p el H El-hlt, ROk

. Threshold

Crefault w | [Red

v Dark background

.-'3-.IJt|:| Bpply F.!e:z:et| E:EtJ

e

Image—»Adjust—»ThreshoI...
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& onuc-tEf - [B)X % nuc-1.4f

[ S4EHa6E piels, o-bit S4Ea6S piels, o-hit
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r

4 Cliphoard

346362 pixels, B-hit: 12

r

Crefault | [Red

[ Dark backaround

Auto | _Apply | _Reset | et |

. Auto Local Threshold

Auto Local Threshaold w1 .1

Method

Radius |15

Special paramters {f different from defaulf)

Fararneteri |0

FParameter2 [0

v White objects on black backaround

Thresholded resultis always showe in white [254].

| QI | Cancel |

346x362 pixkels: 8-hit {inverting LLITy; 122K

i

b
\I

W 1'\ ] '.."
0 A

/

b .

A
i
¥

o

-
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% ImageJ

Plugin k-mean clusterlng

J4bx364 pikels; E-t:iit; 123K

HEH

File Edit Image Process Anakze BREGHEES vWWindow Help
OO @2 4| H]&N Al

{ Color picker (0,000

Macros
Shortcuts
Utjlities

M ey

Cormpile and Run. .

a0
Analyze
Examples
Filters
Graphics
Input-COutput
Macros

Frocess

b ®
":J
l.'.l e
L
. g
®

F —.—.1

| K-means Configuration @

mumber of clusters |3

Cluster center talerance | 0.00010

v Enable randomization seed
43

Fandomization seed

[ Show clusters as centrid value
[ Enahle clustering animation

I Print optirmization trace

(] | Cancel|

345;{354 pmels E t:ut 123|<

L
"t
@
£
[ ]
»
[ ]
® .
.
L 3
. (.'3 -
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Filtrage avant le seuillage

= Clipboard-2

- Cliphoard-1 :
e T - . it (inverting LUT);
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= Orig E@@ ~ FFT of Orig @@ ~ Seuil Orig E@
286x256 pixels, B-bit; 641
I

r B o : - -1 - -
- Inverse FFT of Orig M= * Modif FFT of Orig
FxZ2a6 pivels; 8-hit; B4k

206206 pive




segmentation
séparation RGB

r

g baboon. jpg

U F ol

i
= hleu-1

Image-Color-Split Channels...
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[ Décomposition HSI

la Teinte ou Hue se référant a la couleur
codeée de 0 a 6 correspond a une distribution cyclique des couleurs
le noir, le blanc et les nuances de gris sont codés a 0, comme le rouge

la Saturation : mesure de lI'absence de blanc dans une couleur
le " rouge pompier " étant une couleur saturée et le rose une couleur non saturée

I'Intensité ou Luminance : mesure de l'intensité d'une couleur, distinction entre clair et
foncé

Fert 2 i 4  Bleu

Jene TR/ 5 Magenita

0-6
Rowge
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- Couleur et segmentation

Séparation HSI s E18
; II : : : .I .- i 200x247 [.I.:-:.I:I:::, a-hit; 48k

200247 pixels, 8-bit, 48K

£ 1 (saturation)  [2JEJR]

2000247 pixels; 83-hit, 45K

[200:247 pixels, 8-hit, 48K
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Seuillage couleur

. Threshold Color (experimental)

(8=

Saturation

W Pass

#1120

> 255

Brightness

t Image-A

Ciriginal

Thresholding method: | Default
Threshold colar; EIEW v.

[}E]‘:&‘ifﬂﬂ
| Huang
| lintermodes
2l IsoData
[J_lsoData
¥ 1L
MaxEntropy
# Zpean
MinError
Minirmurm
~ Moments
Qtsi
Fercentile
FenyiEntropy
Shanbhag
Trianole

W

Color space: . |HEB

v Dark hackground

Select

L}
el
@

Stack

mMacro Help

;:Ijust+CoIor Threshold..

A7E¥I63 pixels, RGE 532K

I68¥363 pivels; RGE: 522K

<

5 oA
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Plugin Colour Deconvolution

FastRed FastBlue DAR |w
[From Rl
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Topic 08 — Segmentation
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]

L’'image numerique
Les Pretraitements
La Segmentation
Les Post-traitements

La Quantification

Transformations de
morphologie
mathematique



Princi pe Exemple d’¢lements structurants
Element structurant

I/ ==

| &

On déplace I'élément
structurant sur toute
I,image () reponse negative

Le pixel sera noir si:

. reponse positive

I'élément structurant est
Inclus dans un objet de
'image

—-EROSION

() reponse negative

I’élément structurant
touche un objet de lI'image @ rcronse positive

- DILATATION
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= erosion

= panda.tif

~ fermeture @ @ X
286258 pixels, B-hit; 72K
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r

iﬁ Morpho_math

= panda.tif

=~ bhouche trous

= carte des distances
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[, Menu Binary

Plugins Window  Help

Ctri+a+3
sharpen

Find Edoes

Batch
Irnage Calculator...
sground...

Epeat Command Ctr+Haj+R

Process—Binary—-Options

Btk | 7

MWake Binary

Convert to Mask

Erode n
Dilate

Open

[terations {1-100%;

Close-

Count{1-8)
Ciutline

Fill Holes
Skeletonize
Distance Map
Lltimate Points
Watershed

“oronoi

- Options...
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f'i Erode Ultime

L’érodé ultime : la derniere fraction de | ’'objet restant
avant sa disparition lors d’érosions repetees.

& Clipboard = - IS - @

20 4x20Y pixels, B-bit, B

Process—Binary-Ultimate Points
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(Bl La lighe de partage des eaux : watershed

. Clipboard-2 LEX . Clipboard-5

121 6x215 pixels,

Cette transformation morphologique est la principale méthode de
segmentation d'images proposees par la morphologie
mathématique.

Process—Binary—Watershed
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R
_

.

a-bit {imverting LUTY; 771 === 285x277 pixels; 2-hit TOERING LI T T E

Process-Binary-Voronoi




!1 i~

Process—Image Calculator...
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—
g

["®]i! Construction d’une fonction contour

Contour

Erosion 1 l XOR >




346364 pixels; 8-bit; 123K

345;{3'54 pixels; 8-bit; 123K Jd6x364 pixels; 8-bit, 123K

‘e + ‘.. g -
- o0 " :

Erosion

Valeur inferieure
Image<-> élément
structurant

Plugins—~Morphology-Gray Morphology

Plugin
Grayscale Morphology

Dilatation

Valeur supérieur
Image<-> élément
structurant
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J46x364d pikels; 8-hit; 123K 346364 pixels; 8-hit 123K 346364 pixels; 8-bit; 123K

. e -
‘e ‘e .
® / . £ B
" r.' . a .\\ . . .. .
. L .

Ouverture Fermeture
Erosion puis Dilatatioin puis
Dilatation Erosion

Plugins—»Morphology-Gray Morphology
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Exemple

Colour Deconvolution

-

—— {Colour[1])-1 =163

Seuillage

L embcol-1.1if {Colour[1])-2
332377 pixels, B-hit (inverting LUT); 123K
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e

==

Exemple

Analyse particules — ROl Manager

B " . e
A L rormerger BB
77 pixels; B-bit (rverting LUTY; 123K ' 01-0115

nooi-0116

Add [f]
Lpdate
Celete

Fename...

Flatten [F]
fl

-----

Edit Mode

Volker BAECKER - Marc LARTAUD



[E] Exemple

Inversion

33TV pixels; 8-bit (nverting LUTY; 123K

Boucher les trous

——
Ty T

77 pixels; 8-bit (nverting LUT); 123K

E A33AIATT pixels; B-hitdrverting LUT); 123K
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Exemple

Mesures des moyennes de niveaus de gris
sur la carte des distances —

Estimation de la position des grains d'amidon
dans la cellule

r.}.‘: ROI Manager _@1

0oo1-0116 Add [i]
n00z-0124 [~

3336377 pizels; 8-hit {inverting LT 123K Uiie
Delete S e — - | I_.E s
333377 pixels; 8-bit(nverting LUT); 123K

File Edit Font Results
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Topic 09 — Matematical Morphology
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[fE]

L’'image numerique
Les Pretraitements
La Segmentation
Les Post-traitements

La Quantification



e
File Edi Image Process BVl Pluging Window Help = Sel Measurements

= i 1
’ﬁ C_:?_!Ei@|l|3j”_"* Measure Ctri+M r?_ifl | i:? | HQ 5%] | v Area v Mean gray value
Segmented line selections|  Analyze Particles... [ Standard deviation [ Modal graywalue

Summarize e — m=— [ Min & max gray value | Centroid

d Analyze Particles

Distribution. .. ¥ Center of mass ~ Perimeter

Label [ Bounding rectangle [ Fitellipse

SiFe (pixel™2):

Clear Resuliz [ Shape descriptors | Feret's diameter
Circularity; - | 0.00-1.00 _ a _

Set Measurements.. [ Integrated density [ Median

ghove: | Mothing [ Bkewness [ Kurosis

Set Geale. . =
[ Areafraction | Stack position

Calitrate.. [ Dizplayresults W Exclude on edges
Hiztegram t [ Clear results I Include boles
Plot Profile + [ Summarize I Record starts
Surface Plot.., W Addto Manager [ 10 situ Show

Gelz Redirect to:
] | Cancel| Help|

[ Lirmit to threshold v Display label

[ Invert ¥ coordinates | Scientific notation

Tools

Decimal places (0-8); 13
= Histogram of Cellules : -3 e 511 | CanEEI| HEIp|
300x240 pixels, 8-hit 70K

Distance in Pixels: . Plot of Cellules
520x250 pixels; 8-hit; 126K

Known Distance:

251.1

Pixel Aspect Ratio; |1.0

Unit of Length: | [l
I 0

0 255
Count: 1655680 Min: O scale: 1200 pixelsfinch

Mean: 177.263 Max: 255
StdDev: 54,860 Mode: 248 (54439)

ray Value

3

4

| Global

0.00 Distance (inches)

Li5t| Cop}'| Log‘ T OK | caficol | ust | save. | copy. |=x=0.43, ¥=244.3
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Mesures

- Longueur

- Surface

- Périmetre

- Moyenne des valeurs de niveaux de gris

- Niveau de gris le plus frequent (sommet de I'histogramme)
- Min et Max des niveaux de gris

- Centroid : moyenne des X,y

- Center off mass : moyenne des x,y ponderée par les intensités
de niveaux de gris

- Circularite : 4pi(surface /perimetre?) = 1 pour un cercle

- Etc ...
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Topic 10 — Quantification
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