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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb pomiaru liczebnosci stabo przezroczystych lub nieprzezro-
czystych optycznie obiektow w optycznym uktadzie odwzorowujgcym, w szczegolnosci przeznaczony
do zliczania czastek lub obiektéw biologicznych, mechanicznych o wyodrebnionych ksztattach.

Sposoéb oznaczania liczby bakterii z wykorzystaniem rozktadu Poissona znany jest z polskiego
zgtoszenia patentowego nr P.386318. Do analizy wynikow uzyskanych podczas identyfikacji bakterii
wykorzystuje sie metody przednamnazania. Oznaczanie liczby bakterii wykonuje sie dodajac wyzna-
czong wymagang objetos¢ badanych osadéw do n szeregdéw proboéwek zawierajgcych podioze przed-
namnazajace, zachowuje sie procedure posiewow i inkubacji odpowiednig dla oznaczanych bakterii,
a nastepnie potwierdza sie obecnos¢ oznaczanych bakterii roznymi znanymi metodami, takimi jak:
posiewami na podtozach réznicujacych, w testach biochemicznych, technikami molekularnymi, w za-
leznosci od rodzaju poszukiwanego organizmu, po czym okres$la sie prawdopodobienstwo wystgpienia
wyniku ujemnego, czyli nieobecnosci bakterii w objetosci probki wprowadzonej do pozywki i na tej
podstawie, korzystajgc z wtasciwosci rozktadu Poissona, oblicza sie srednig liczbe bakterii w prébce.

Sposo6b oznaczania stezenia drobnoustrojow i naczynie do oznaczania stezenia drobnoustrojéw
znany jest z polskiego opisu patentowego nr PL 156162. Sposdéb polega na tym, ze w naczyniu spo-
rzadza sie homogeniczng mieszanine probki i pozywki, po czym mieszanine te zestala sie i inkubuje,
a po inkubaciji liczy sie powstate kolonie. Naczynie ma dno skosne, zakrzywione, schodkowe lub wy-
posazone w przegrody o roznej wysokosci.

Istota sposobu wedtug wynalazku polega na tym, ze optycznym uktadem obrazujgcym rejestru-
je sie obrazy analogowe zbioru obiektéw o nieznanej liczebnosci, pojedynczego obiektu oraz probki
0 znanej liczbie obiektéw, a nastepnie trzy obrazy analogowe przetwarza sie na sygnaty cyfrowe za
pomoca przetwornika analogowo-cyfrowego. Kazdy z tych sygnatéw zapisuje sie w postaci macierzy
0 wymiarach m x n zawierajgcej dyskretne wartosci intensywnosci I(m,n) w skali szarosci, po czym
w pierwszym bloku analizy sygnatu przeksztatca sie badane sygnaty i odwraca kontrast sygnatéw
zgodnie z zaleznoscig l>,(m,n) = lyax(m,n)-I(m,n), gdzie I(m,n) oznacza wejsciowe dyskretne wartosci
sygnatéw I(m,n) zbioréw obiektéw o nieznanej liczebnos$ci, pojedynczego obiektu oraz prébki o znanej
liczbie obiektow, In.x(Mm,n) dyskretne maksymalne wartoéci sygnatéw I(m,n) zbioréw obiektéw o nie-
znanej liczebno$ci, pojedynczego obiektu oraz prébki o znanej liczbie obiektéw, a I,(m,n) dyskretne
sygnaty wyjsciowe zbioréw obiektdw o nieznanej liczebnosci, pojedynczego obiektu oraz proébki
0 znanej liczbie obiektéw. Kazdy dyskretny sygnat wyjsciowy przeksztatca sie dwuwymiarowg trans-
formatg Fouriera zgodnie z algorytmem szybkiej transformaty Fouriera w drugim blok analizy sygnatu,
a dla przeksztatconych sygnatéw wyznacza sie widma Fouriera za pomoca bloku analizy sygnatu zbio-
ru obiektéw o nieznanej liczebnosci, bloku analizy sygnatu pojedynczego obiektu oraz bloku analizy
sygnatu prébki o znanej liczbie obiektow. Nastepnie uzyskane widma Fouriera normalizuje sie, przy
czym w pierwszym bloku normalizacji widm Fouriera normuje sie widmo Fouriera zbioru obiektow
0 nieznanej liczebnoéci wzgledem widma Fouriera pojedynczego obiektu bedacego sygnatem refe-
rencyjnym, a w drugim bloku normalizacji widm Fouriera normuje sie widmo Fouriera zbioru obiektéw
0 znanej liczebnosci wzgledem sygnatu referencyjnego, przy czym w wyniku normalizacji otrzymuje
sie sygnaty modulujace wejsciowe widma Fouriera, na podstawie ktérych w pierwszym bloku wyzna-
czania skfadowej statej sygnatu wyznacza sie tto modulacji dla sygnatu modulujgcego widmo Fouriera
zbioru obiektéw o nieznanej liczebnosci wzgledem widma Fouriera pojedynczego obiektu i jednocze-
Snie w drugim bloku wyznaczania sktadowej statej sygnatu wyznacza sie tto modulacji dla sygnatu
modulujgcego widmo Fouriera zbioru obiektéw o znanej liczebnosci wzgledem sygnatu referencyjne-
go. W bloku wyznaczania krzywej kalibracji na podstawie wyznaczonych parametrow tta modulacji
okresla sie krzywg kalibracyjng w postaci zaleznosci wartosci tta modulacji od liczebnosci analizowa-
nych obiektéw i w bloku wyjsciowym wyznacza sie liczbe obiektow.

Sposdb wedtug wynalazku stwarza mozliwosé wyeliminowania koniecznosci manualnego zli-
czania obiektéw poprzez rejestracje sygnatéw pomiarowych w postaci dwuwymiarowych rozktadow
intensywno$ci Swiatta w ptaszczyznie badanej prébki i przetworzeniu sygnatéw analogowych na cy-
frowe. Wykorzystanie odpowiedniego optycznego ukfadu obrazujacego mikroskopowego lub kamery
CCD, umozliwia elastyczne analizowanie obiektow zarejestrowanych w postaci réznego rozmiaru
zdje¢ zaleznych od zdolnosci rozdzielczej uzytych uktadéw odwzorowujacych. Pomiar liczebnosci
stabo przezroczystych lub nieprzezroczystych, odseparowanych obiektéw o tym samym ksztatcie oraz
rozmiarach w uktadzie odwzorowujgcym opierajacym sie na przeksztatceniu sygnatu analogowego
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w postaci rozktadu intensywnosci swiatta w ptaszczyznie prébki na sygnat cyfrowy zawierajacy dys-
kretne wartosci intensywnosci swiatta. Badane obiekty powinny znajdowacé sie w transparentnym
osrodku.

Przedmiot wynalazku objasniony jest w przyktadzie wykonania i na rysunku, ktory przedstawia
schemat blokowy uktadu do pomiaru liczebnosci badanych obiektow.

Sposoéb pomiaru liczebnosci stabo przezroczystych lub nieprzezroczystych optycznie obiektow
w optycznym uktadzie odwzorowujgcym, polega na tym, ze optycznym uktadem obrazujacym 4 reje-
struje sie obrazy analogowe zbioru obiektéw o nieznanej liczebnosci 1, pojedynczego obiektu 2 oraz
prébki o znanej liczbie obiektow 3. Zarejestrowane trzy obrazy analogowe przetwarza sie na sygnaty
cyfrowe za pomoca przetwornika analogowo-cyfrowego 5, i kazdy z tych sygnaldéw zapisuje sie
w postaci macierzy o wymiarach m x n zawierajacej dyskretne wartosci intensywnosci I(m,n) w skali
szarosci. Po czym w pierwszym bloku analizy sygnatu 6 przeksztalca sie badane sygnaty i odwraca
kontrast sygnatow zgodnie z zaleznoscig I,(m,n) = lha(mM,n)-I(m,n), gdzie I(m,n) oznacza wejsciowe
dyskretne wartosci sygnatow I(m,n) zbioréw obiektdéw o nieznanej liczebnosci 1, pojedynczego obiektu
2 oraz probki o znanej liczbie obiektéw 3, Iax(M,n) dyskretne maksymalne wartosci sygnatéow I(m,n)
zbiorow obiektéw o nieznanej liczebnosci 1, pojedynczego obiektu 2 oraz probki o znanej liczbie
obiektéw 3, a I,(m,n) dyskretne sygnaty wyjsciowe zbioréw obiektdw o nieznanej liczebnosci 1, poje-
dynczego obiektu 2 oraz probki o znanej liczbie obiektow 3. Kazdy dyskretny sygnat wyjsciowy prze-
ksztatca sie dwuwymiarowg transformatg Fouriera zgodnie z algorytmem szybkiej transformaty Fourie-
ra w drugim blok analizy sygnatu 7, a dla przeksztatconych sygnatéw wyznacza sie widma Fouriera za
pomoca bloku analizy sygnatu zbioru obiektow o nieznanej liczebnosci 8, bloku analizy sygnatu poje-
dynczego obiektu 9 oraz bloku analizy sygnatu prébki o znanej liczbie obiektéw 10. Nastepnie uzy-
skane widma Fouriera normalizuje sie, przy czym w pierwszym bloku normalizacji widm Fouriera 11
normuje sie widmo Fouriera zbioru obiektow o nieznanej liczebnosci wzgledem widma Fouriera poje-
dynczego obiektu bedacego sygnatem referencyjnym, a w drugim bloku normalizacji widm Fouriera
normuje sie widmo Fouriera zbioru obiektéw o znanej liczebnosci wzgledem sygnatu referencyjnego,
przy czym w wyniku normalizacji otrzymuje sie sygnaty modulujace wejsciowe widma Fouriera, na
podstawie ktérych w pierwszym blok wyznaczania sktadowej statej sygnatu 12 wyznacza sie tto modu-
lacji dla sygnatu modulujacego widmo Fouriera zbioru obiektéw o nieznanej liczebnosci wzgledem
widma Fouriera pojedynczego obiektu i jednoczesnie w drugim bloku wyznaczania skfadowej statej
sygnatu 14 wyznacza sie tto modulacji dla sygnatu modulujgcego widmo Fouriera zbioru obiektow
0 znanej liczebnosci wzgledem sygnatu referencyjnego, a w bloku wyznaczania krzywej kalibracji 15
na podstawie wyznaczonych parametrow tta modulacji okresla sie krzywag kalibracyjng w postaci za-
leznosci wartosci tta modulacji od liczebnosci analizowanych obiektéw i w bloku wyjsciowym 16 wy-
znacza sie liczbe obiektéw.

Dla obiektéw o niewielkich rozmiarach ($rednica < 1 mm) znajdujacych sie w zawiesinach wod-
nych do rejestracji nalezy uzy¢ ukfadu mikroskopowego w uktadzie transmisyjnym, dla obiektow
0 znacznych rozmiarach (Srednica > 1 mm) nalezy uzy¢ uktadu obrazujacego w postaci kamery
optycznej. Optyczny uktad obrazujacy 1 jest wykorzystywany do zarejestrowania dwuwymiarowego
rozktadu intensywnosci swiatta w ptaszczyznie przedmiotowej rozumianego, jako sygnat pomiarowy.
Rejestracja dwuwymiarowego rozkfadu intensywno$ci swiatta w ptaszczyznie przedmiotowej za po-
moca kamery cyfrowej, jest rbwnoznaczna z przeksztatceniem sygnatu analogowego na sygnat cyfro-
wy, ktory zostaje zapisany w postaci macierzy o wymiarach m x n zawierajgcej dyskretne wartosci
intensywnosci I(m,n) od 0 do 266 (skala szarosci). Wielko$ci m i n oznaczajac liczbe pikseli definio-
walng przez rozdzielczos¢ zarejestrowanego dwuwymiarowego rozktadu intensywnosci Swiatta
w plaszczyZnie przedmiotowej - badanej prébki za pomocg kamery cyfrowej.

W celu wyznaczenia krzywej kalibracyjnej przedstawiajgcej zaleznos¢ pomiedzy ttem modulaciji
a liczbg badanych obiektéw N, wyznacza sie tto modulacji minimum trzech prébek referencyjnych 4
0 znanej liczebnosci badanych obiektéw. Zwiekszenie liczby sygnatéw referencyjnych, a tym samym
wyznaczonych wartosci tta modulacji prébek o znanej liczbie obiektéw moze wptyng¢ na zwiekszenie
doktadnosci pomiaru. Na podstawie uzyskanych wynikéw okresla sie krzywa kalibracji 15, ktérg przy-
bliza sie wielomianem drugiego stopnia w nastepujacej postaci N = aZ(WTM)Z + u(WTM) + o, gdzie
oy, a1, o 88 wspotczynnikami wielomianu. W celu bezposredniego okreslenia liczby obiektéw znajdu-
jacych sie w badanej prdbce, nalezy wyznaczy¢ wartosci tta modulacji prébek o nieznanej liczbie
obiektéw i na podstawie rownania krzywej kalibracyjnej wyznaczy¢ liczebnos¢ obiektow N w badanej
prébce.
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Zastrzezenie patentowe

Sposoéb pomiaru liczebnosci stabo przezroczystych lub nieprzezroczystych optycznie obiektow
w optycznym ukfadzie odwzorowujgcym, znamienny tym, ze optycznym uktadem obrazujacym (4)
rejestruje sie obrazy analogowe zbioru obiektdow o nieznanej liczebnosci (1), pojedynczego obiektu (2)
oraz prébki o znanej liczbie obiektéw (3), a nastepnie trzy obrazy analogowe przetwarza sie na sygna-
ty cyfrowe za pomocq przetwornika analogowo-cyfrowego (5), i kazdy z tych sygnatéw zapisuje sie
w postaci macierzy o wymiarach m x n zawierajacej dyskretne wartosci intensywnosci I(m,n) w skali
szarosci, po czym w pierwszym bloku analizy sygnatu (6) przeksztatca sie badane sygnatly i odwraca
kontrast sygnatéw zgodnie z zaleznoscig l>(m,n) = lyam,n)-I(m,n), gdzie I(m,n) oznacza wejsciowe
dyskretne wartosci sygnatéw I(m,n) zbiorow obiektéw o nieznanej liczebnosci (1), pojedynczego obiek-
tu (2) oraz probki o znanej liczbie obiektéw (3), Inax(m,n) dyskretne maksymalne wartosci sygnatow
I(m,n) zbioréw obiektdéw o nieznanej liczebnosci (1), pojedynczego obiektu (2) oraz prébki o znanej
liczbie obiektow (3), a I,(m,n) dyskretne sygnaty wyjsciowe zbioréw obiektéw o nieznanej liczebnosci
(1), pojedynczego obiektu (2) oraz prébki o znanej liczbie obiektéw (3), a kazdy dyskretny sygnat wyj-
Sciowy przeksztalca sie dwuwymiarowg transformatg Fouriera zgodnie z algorytmem szybkiej trans-
formaty Fouriera w drugim bloku analizy sygnatu (7), a dla przeksztatlconych sygnatow wyznacza sie
widma Fouriera za pomoca bloku analizy sygnatu zbioru obiektéw o nieznanej liczebnosci (8), bloku
analizy sygnatu pojedynczego obiektu (9) oraz bloku analizy sygnatu prébki o znanej liczbie obiektow
(10), nastepnie uzyskane widma Fouriera normalizuje sie, przy czym w pierwszym bloku normalizaciji
widm Fouriera (11) normuje sie widmo Fouriera zbioru obiektéw o nieznanej liczebnosci wzgledem
widma Fouriera pojedynczego obiektu bedacego sygnatem referencyjnym, a w drugim bloku normali-
zacji widm Fouriera normuje sie widmo Fouriera zbioru obiektéw o znanej liczebnosci wzgledem sy-
gnatu referencyjnego, przy czym w wyniku normalizacji otrzymuje sie sygnaly modulujace wejsciowe
widma Fouriera na podstawie ktorych w pierwszym bloku wyznaczania skfadowej statej sygnatu (12)
wyznacza sie tto modulacji dla sygnatu modulujgcego widmo Fouriera zbioru obiektéw o nieznanej
liczebnosci wzgledem widma Fouriera pojedynczego obiektu i jednoczesnie w drugim bloku wyzna-
czania sktadowej statej sygnatu (14) wyznacza sie tto modulacji dla sygnatu modulujgcego widmo
Fouriera zbioru obiektéw o znanej liczebno$ci wzgledem sygnatu referencyjnego, a w bloku wyzna-
czania krzywej kalibracji (15) na podstawie wyznaczonych parametréw tta modulacji okre$la sie krzy-
wag kalibracyjng w postaci zaleznosci wartosci tta modulacji od liczebno$ci analizowanych obiektéw
i w bloku wyjsciowym (16) wyznacza sie liczbe obiektdw.

Wykaz oznaczen na rysunku:

zbior obiektdw o nieznanej liczebnosci,

pojedynczy obiekt,

prébka o znanej liczbie obiektéw,

optyczny uktad obrazujacy,

przetwornik analogowo-cyfrowy,

pierwszy blok analizy sygnatu,

drugi blok analizy sygnatu,

blok analizy sygnatu zbioru obiektdw o nieznanej liczebnosci,
blok analizy sygnatu pojedynczego obiektu,

10. blok analizy sygnatu prébki o znanej liczbie obiektow,
11. pierwszy blok normalizacji widm Fouriera,

12. pierwszy blok wyznaczania tta modulacji,

13. drugi blok normalizacji widm Fouriera,

14. drugi blok wyznaczania tta modulaciji,

15. blok wyznaczania krzywej kalibracji,

16. blok wyjsciowy.
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