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(57) Hauptanspruch: Optisches Bilderzeugungsverfahren,
umfassend die Schritte

— Festlegen von mindestens 3 MeRpunkten (x, y;) auf dem
Aufnahmeobjekt;

— Ermitteln der zugehdrigen Schéarfeebenen (z,) fur jeden
dieser MeRpunkte;

— Erzeugung eines Hohenprofils aus den ermittelten Schar-
feebenen (z,) fur zumindest einen Bereich des Aufnahme-
objektes durch Interpolation und/oder Extrapolation;

— Aufnehmen von Teilbildern in den interpolierten und/oder
extrapolierten Bereichen des Hohenprofils, wobei fir jedes
Teilbild dessen Scharfeebene (z,) aus dem Hohenprofil be-
stimmt wird;

— Zusammensetzen des zu erzeugenden Bildes aus den
aufgenommenen Teilbildern.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Er-
zeugen eines Bildes eines Objektes mittels eines op-
tischen Systems, wobei das Bild aus mehreren Teil-
bildern zusammenzusetzen ist.

[0002] Ein derartiges Verfahren kann insbesondere
zur Untersuchung von biologischen Proben ange-
wendet werden. Solche biologischen Proben werden
z. B. durch Markierung von Kontaminationen mit flu-
oreszierenden Substanzen und anschlieenden
Trennen der Flussigkeit von den Kontaminationen
durch Filtern erzeugt. Die Filter sind die Trager der
markierten Kontaminationen. Ziel einer solchen Un-
tersuchung ist es in vielen Fallen festzustellen, ob
eine Kontamination vorliegt, beispielsweise eine mi-
krobiologische Kontamination mit Bakterien wie E.
coli.

[0003] Bei der Untersuchung von extrem gering
oder nicht kontaminierten Proben bestehen besonde-
re Schwierigkeiten. Ein Problem ist insbesondere die
Schwierigkeit, das optische System, beispielsweise
ein Licht- oder Fluoreszenzlichtmikroskop auf die
Probe zu fokussieren. Dies ist insbesondere deshalb
schwierig, weil die mikrobiologische Kontamination
der Probe auBerordentlich gering sein kann, wobei
diese Kontamination gleichwohl von Relevanz bei-
spielsweise fir die Eignung von Wasser, aus dem die
Probe entnommen wurde, als Trinkwasser sein kann.
Bekannte Verfahren zur automatischen Fokussie-
rung kénnen daher in diesen Fallen in der Regel nicht
mit Erfolg eingesetzt werden.

[0004] Im Hinblick auf die méglicherweise geringe
Konzentration an Kontaminationen miissen ferner
ausreichend grof3e Proben untersucht werden, so
dall mehrere Aufnahmen der Probe angefertigt wer-
den mussen, die im Anschluf® zu einem vollstandigen
Bild der Probe zusammengefiigt werden missen.

[0005] Im Stand der Technik sind Mikroskope zur
elektronischen Bilderfassung grofter Objektfelder be-
kannt, bei denen die Aufnahmepositionen zur Auf-
nahme von Teilbildern Gber motorische Antriebe in
der Aufnahmeebene (x,y-Ebene) und die Fokusein-
stellung (z-Achse) eingestellt werden.

Stand der Technik

[0006] Des weiteren sind mikroskopische Vorrich-
tungen bekannt, deren zu untersuchende Objekte
vorzugsweise mit UV-Licht beleuchtet werden und
fluoreszierende Objekte von einer elektronischen Ka-
mera aufgenommen werden. Eine derartige Vorrich-
tung wird beispielsweise in EP 0 339 582 A2 be-
schrieben.

[0007] Ein weiteres Problem besteht darin, dal} die
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Proben oft nicht ideal eben sind (Durchwdlbung der
Praparate, Unebenheit der Objekttrager, u. a.), so
dall beim automatischen Abrastern der Probe ein
einmaliges Einstellen der Scharfeebene fir eine si-
chere Detektion von Kontaminationen nicht aus-
reicht, weshalb Kontaminationen auflierhalb der
Scharfeebene lUbersehen werden konnten.

[0008] Uberdies ist in derartigen Féllen eine Bestim-
mung der Schéarfeebene eines Teilbildes mittels be-
kannter Verfahren sehr zeitaufwendig und mit langen
oder mehrfachen Belichtungen verbunden. Fir die
Untersuchung fluoreszierender Substanzen ist das
zeitaufwendige, insbesondere mehrfach erforderli-
che Suchen der Scharfeebene jedoch nachteilig, da
mit zunehmender Belichtung der Probe die fluores-
zierenden Substanzen ihre Leuchtkraft verlieren, wo-
durch sie unsichtbar werden und das Ergebnis der
Untersuchung verfalschen.

[0009] DE 101 01 624 A1 beschreibt ein Verfahren
zur automatischen Scharfeinstellung eines optischen
Systems. Hierbei handelt es sich um eine Weiterent-
wicklung des sogenannten Spitzen-Stop-Verfahrens,
bei dem die Fokussierung eines Objektives auf eine
Probe durch eine schrittweise Bewegung der Probe
(oder der Objektivlinse des Objektives) entlang der
optischen Achse der Objektivlinse in eine Position
maximalen Kontrastes auf ebendieser optischen
Achse erfolgt. Das in DE 101 01 624 A1 beschriebe-
ne Verfahren versagt jedoch, wenn es bei der Unter-
suchung ausgedehnter transparenter Proben ver-
wendet werden soll, die nur sehr wenige oder keine
Kontaminationen oder andere Gebilde enthalten.

[0010] DE 195 02 472 A1 offenbart ein Verfahren
zum Erzeugen eines tiefenscharfen Bildes eines Ob-
jektes, bei dem eine Struktur auf das Objekt projiziert
wird und Aufnahmen des gesamten Objektes in meh-
reren Scharfeebenen gefertigt werden. In der jeweili-
gen Scharfeebene befindliche Bereiche des Objektes
werden scharf gesehen, wobei in jeder Scharfeebene
zwei Gesamtbilder des Objektes aufgenommen wer-
den, namlich ein Bild des Objektes, auf dem die
Struktur abgebildet ist, und ein Bild des Objektes
ohne die Struktur. Bei der Struktur handelt es sich um
ein regelmaRiges Raster, so dal} das Bild, das in ei-
ner Scharfeebene das Objekt mit der Struktur zeigt
(Rasterbild), in Bildbereiche zerlegt werden kann. Die
Grauwertdifferenzen der Bildbereiche werden be-
stimmt, um ein Kontrastbild zu erhalten, wobei jedem
Bildbereich ein Kontrastwert zugeordnet wird. Die
Kontrastwerte eines Bildbereiches in einer bestimm-
ten Position in einer Scharfeebene werden mit dem
Bildbereich in der gleichen Position in anderen
Scharfebenen verglichen, um den Bildbereich mit
maximalem Kontrast zu bestimmen. Hat ein Bildbe-
reich den maximalen Kontrast, dann wird der ent-
sprechende Bildbereich des Bildes, das ohne Struk-
tur in derselben Scharfeebene aufgenommen wurde,
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ausgewahlt. Diese Bildbereiche werden dann zusam-
mengesetzt, so dal} eine gesamtscharfe Darstellung
des Objektes erhalten wird. Aus der Ebenenzugeho-
rigkeit der fiur die Darstellung verwendeten Bildberei-
che ergibt sich das Hohenprofil.

[0011] In US 6,449,087 B2 wird ein Laserraster-Mi-
kroskop verwendet, das eine "Sectioning"-Funktion
aufweist. Mittels dieser Funktion wird eine Anderung
des Kontrastes festgestellt, wenn eine unebene Pro-
be abgebildet werden soll. Wird eine Anderung eines
Kontrastes festgestellt, wird die Aperturblende so ein
gestellt, dal die Tiefenscharfe der Hohe der Uneben-
heit entspricht. Das Héhenprofil wird nicht verwendet,
um die Scharfentiefe zur Aufnahme von Teilbildern zu
bestimmen, die auRerhalb von zuvor festgelegten
MeRpunkten liegen. Uberdies wird das Hoéhenprofil
fur das Objekt nicht berechnet, sondern mittels eines
Laserstrahls entlang einer Linie oder einer Vielzahl
von Linien bestimmt. Eine Auswahl von MeRR3punkten
erfolgt somit. Das kann zur Folge haben, dal} verein-
zelte Kontaminationen nicht erkannt werden.

[0012] DE 196 53 413 C2 offenbart ein Rastermikro-
skop, das mehrere Mikrolinsen aufweist, die auf un-
terschiedliche Brennebenen einstellbar sind. DE 199
22 341 C2 beschreibt ein Verfahren zur Anordnung
der raumlichen Koordinaten von Objektpunkten, wo-
bei Objektkoordinaten im Terrain mit Hilfe von Refe-
renzpunkten bestimmt werden.

Aufgabenstellung

[0013] Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile
nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soll
insbesondere ein Verfahren zum Erzeugen eines Bil-
des von ausgedehnten Objekten mittels eines opti-
schen Systems angegeben werden, das eine verbes-
serte, inshesondere schnellere und genauere Fokus-
sierung auf das Objekt ermdglicht.

[0014] Diese Aufgabe wird durch die Merkmale des
Anspruchs 1 gelost. ZweckmaRige Ausgestaltungen
der Erfindung ergeben sich aus den Merkmalen der
Anspriche 2 bis 4.

[0015] Nach MaRgabe der Erfindung ist ein opti-
sches Bilderzeugungsverfahren vorgesehen, umfas-
send die Schritte
— (a) Festlegen von mindestens 3 MelRpunkten (x;,
y,) auf dem Aufnahmeobjekt;
— (b) Ermitteln der zugehorigen Scharfeebenen
(z,) fur jeden dieser Mef3punkte;
— (c) Erzeugung eines Hohenprofils aus den ermit-
telten Scharfeebenen (z,) fur zumindest einen Be-
reich des Aufnahmeobjektes durch Interpolation
und/oder Extrapolation;
— (d) Aufnehmen von Teilbildern in den interpolier-
ten und/oder extrapolierten Bereichen des Hohen-
profils, wobei fiir jedes Teilbild dessen Scharfee-
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bene (z,) aus dem Hoéhenprofil bestimmt wird;
— (e) Zusammensetzen des zu erzeugenden Bil-
des aus den aufgenommenen Teilbildern.

[0016] Das Verfahren ermoglicht die Aufnahme ei-
ner Vielzahl von Teilbildern in vergleichsweise kurzer
Zeit, da aus dem Hohenprofil die fir die Aufnahme
des jeweiligen Teilbildes erforderliche Scharfeebene
bestimmt werden kann. Es ist also nicht erforderlich,
die Scharfeebene durch Anwendung bekannter Ver-
fahren zur automatischen Fokussierung fir jedes ein-
zelne Bild gesondert zu bestimmen.

[0017] Der Begriff "Objekt" und der Begriff "Probe"
werden in der vorliegenden Beschreibung synonym
verwendet.

[0018] Die Anzahl der MeRpunkte sollte so auf dem
Objekt verteilt sein, dal} ein Héhenprofil aus den fur
jedem MeRpunkt ermittelten Scharfeebenen durch
Interpolation zwischen den MeRpunkten und durch
Extrapolation auerhalb der von den MefRpunkten
begrenzten Flache berechnet werden kann.

[0019] Unter dem Ausdruck "Festlegen einer Anzahl
n von MeRpunkten" ist zu verstehen, dal sowohl die
Anzahl n der MeRpunkt als auch deren Position x,, y,
in der x,y-Ebene festgelegt wird.

[0020] Die MeRpunkte werden auf dem Objekt vor-
zugsweise so gewahlt, dal sie gleichmaRig tuber das
Objekt verteilt sind. Besonders bevorzugt sollten sich
MeRpunkte am Rand des Objektes und in dessen
Zentrum befinden, wobei Rand und Zentrum des Ob-
jektes nach einem Ausmessen des Objektes be-
stimmt werden.

[0021] Vorzugsweise wird in Schritt (b) die Schar-
feebene flr jeden MeRBpunkt durch Messung des re-
lativen Kontrastes bei einer schrittweisen Bewegung
des Objektes oder einer Objektivlinse des optischen
Systems entlang einer optischen Achse (z-Achse)
der Objektivlinse gemessen und der maximale Kon-
trast des Objektes fir diesen Mef3punkt bestimmt.

[0022] Bei ausgedehnten Objekten werden die
MeRpunkte zweckmaligerweise durch Bewegen des
Objektes in der Aufnahmeebene (x,y-Ebene) relativ
zu der Objektivliinse des optischen Systems ange-
steuert. Unter einem ausgedehnten Objekt im Sinne
der vorliegenden Erfindung wird ein Objekt verstan-
den, das aus mehreren Teilbildner besteht. Hat bei-
spielsweise die Probe einen Durchmesser von 1,5
cm, so mussen bei einer TeilbildgréRe von 1 mm?
mindestens 176 Teilbilder aufgenommen werden,
wozu die Probe abgerastert wird. Die Kontaminatio-
nen haben eine GréRe von wenigen Quadratmikro-
metern. Die GroRe eine Teilbildes hangt von der Auf-
I6sung der verwendeten Kamera ab.
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[0023] Unter Scharfeebene wird die Scharfe eines
Teilbildes verstanden. Zur Bestimmung der Scharfee-
bene kdnnen die allgemein bekannten Verfahren ver-
wendet werden. Vorzugsweise wird jedoch in Schritt
(b) die Scharfeebene durch Bestimmung des maxi-
malen Kontrastes ermittelt.

[0024] Zur Aufnahme von Teilbildern ausgedehnter
Objekte wird das Objekt zweckmaRigerweise in der
Aufnahmeebene (x,y-Ebene) relativ zu der Objektiv-
linse des optischen Systems bewegt. Dabei sollte
das Objekt derartig abgerastert werden, dal jeweils
fur aneinander angrenzende Teilbereiche des Objek-
tes Teilbilder aufgenommen werden. Die Scharfeebe-
ne fur jeden Teilbereich bzw. das Teilbild, das fur je-
den Teilbereich erhalten werden soll, wird aus dem
Hohenprofil berechnet.

[0025] Optisch sichtbare Markierungen sind Markie-
rungen, die sich deutlich von den zu detektierenden
Objekten unterscheiden, von denen besonders Mar-
kierungen mit anderen Farben und Formen bevor-
zugt werden, die durch Bildauswerteprogramme sehr
einfach von den Kontaminationen unterschieden
werden konnen. Geeignete Marker zur Erzeugung
derartiger Markierungen sind beispielsweise Cyanin-
farbstoffe.

[0026] Sollte sich nur eine geringe Zahl an Gebilden
oder keine Gebilde in der Probe befinden, die optisch
erfal3t werden kdnnen, so kann es ferner zweckma-
Rig sein, optisch sichtbare Markierungen, d. h. Mar-
ker, in die Probe einzubringen, wobei die Position der
optisch sichtbaren Markierungen in der Aufnahmee-
bene des optischen Systems als MeRpunkt verwen-
det werden kann. Die in dem erfindungsgemaRen
Verfahren verwendeten MefRpunkte kénnen alle auf
der Verwendung derartiger Markierung beruhen. Es
ist jedoch auch méglich, neben Mefipunkten, die sich
aus der Verwendung derartiger Markierung ergeben,
auch MeBpunkte zu verwenden, die sich aus bereits
in dem Objekt vorhandenen Gebilden ermitteln las-
sen.

[0027] Die Marker kénnen gleichmaRig Uber das
Objekt verteilt werden oder an ausgewahlten Orten
auf das Objekt aufgebracht werden, vorzugsweise
am Rand und im Zentrum des Objektes.

[0028] Das Verfahren Iaf3t sich mit jedem optischen
System durchfuhren, das eine Bewegung des Objek-
tes in der Aufnahmeebene (x,y-Ebene) relativ zu dem
Obijektiv des optischen Systems ermoglicht und das
ferner eine Bewegung des Objektes relativ zu dem
Objektiv des optischen Systems entlang der opti-
schen Achse (z-Achse) der Objektivlinse des Objek-
tives ermdglicht.
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Ausfiuhrungsbeispiel

[0029] Eine bevorzugte Ausflihrungsform der Erfin-
dung wird nachfolgend mit Bezug auf die beigefligten
Zeichnungen ausfihrlicher beschrieben. Dabei zei-
gen

[0030] Fig. 1 eine schematische Darstellung eines
optischen Systems, das zum Ausflihren des Verfah-
rens der vorliegenden Erfindung geeignet ist;

[0031] Fig. 2 eine schematische Darstellung einer
Probe, auf die optisch sichtbare Markierungen aufge-
bracht sind; und

[0032] Fig. 3 eine schematische Darstellung eines
Hohenprofils, das fir die in Fig. 2 gezeigte Probe er-
mittelt worden ist.

[0033] GemaR Fig. 1 wird als optisches System ein
Fluoreszenzlicht-Mikroskop 1 mit Objektiv 1.1 mit ei-
ner Objektivlinse 1.2 verwendet, wobei das Mikros-
kop 1 ferner eine Beleuchtungseinheit 2 umfalit einen
Objekttisch 13 zur Aufnahme des abzubildenden Ob-
jektes 8, motorische Verstelleinrichtungen zum Be-
wegen des Objekttisches 13, auf den das Objekt 8
aufgebracht werden kann, in x-, y- und z-Richtung 3
(M1), 4 (M2), 5 (M3), eine Bilderfassungseinheit 6 so-
wie eine Rechnereinheit 7 zur Steuerung der Relativ-
bewegungen zwischen Objekttisch 13 und Objektiv-
linse 1.2, zur Festlegung der MeRpunkte, Speiche-
rung der fir die MeRBpunkte ermittelten Scharfeebe-
nen, Berechnung des Hohenprofils und daraus der
Scharfeebene fiur die Teilbilder sowie zum Zusam-
menflgen der Teilbilder zu einem Bild des Objektes.

[0034] In Fig. 2 ist ein zu untersuchendes Praparat
dargestellt. Es besteht aus einem Objekttrager 9, ei-
nem Objekt 8 aus einem Filterplattchen, auf dem sich
markierte Kontaminationen 11 und in die Probe ein-
gebrachte, optisch sichtbare Markierungen 12 befin-
den.

[0035] Dieses Praparat wird auf den Objekttisch 13
aufgebracht. Sodann wird die Probe mittels der Ver-
stelleinrichtungen 3, 4 in die erste Aufnahmeposition
(x4, ¥4) in der x,y-Ebene bewegt, in der eine Markie-
rung 12 in der Probe enthalten ist. Anschlieend be-
wegt die Versteileinrichtung 5 die Probe schrittweise
in z-Richtung. In jeder Aufnahmeposition z,, wird
eine Bildaufnahme mit der Bilderfassungseinheit 6
durchgefuhrt und mit geeigneten Algorithmen z. B.
der Kontrast in dem erhaltenen Bild bestimmt. Der re-
lative Kontrast wird fir jeden dieser Schritte d in
z-Richtung bestimmt und nach Durchlaufen aller
Schritte die Position (z, 4,..,) Mit dem maximalen Kon-
trast fur die Position (x,, y,) gespeichert. Danach wird
dieser Vorgang fur die Aufnahmepositionen mit ande-
ren Markierungen durchgefiihrt und die jeweiligen
Werte (XZ’ y2’ ZZ,dmax; Xn= yn’ Zn,dmax) bestlmmt
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[0036] Aus den gewonnenen Werten wird im ein-
fachsten Fall durch Berechnung eines ebenen Fla-
chensegmentes das durch drei benachbarten Werte
(Xn» Yo Znamax) @ufgespannt wird, ein Hohenprofil be-
rechnet. Ein Beispiel eines solchen Hohenprofils ist in
Fig. 3 dargestellt. Bei der Beruicksichtigung von mehr
als drei MeRpunkten kénnen auch gekrimmte Fla-
chen berechnet werden, wodurch die Genauigkeit
der Scharfeebene erhéht wird.

[0037] Zur Aufnahme der Teilbilder, aus denen das
Bild dann zusammengesetzt werden soll, werden
dann nach einem vorgegebenen Algorithmus (z. B.
Matrixabtastung, kreisférmige Abtastung oder ande-
re dem Fachmann bekannte Verfahren) die Aufnah-
mepositionen (x',,, y',,) angefahren, der dazugehérige
Fokuspunkt (z',) aus dem zuvor bestimmten Héhen-
profil berechnet, durch die Verstellvorrichtung 5 an-
gefahren, das Teilbild fir diese Aufnahmeposition
aufgenommen und in der Rechnereinheit 7 abgespei-
chert. Nach Durchlaufen aller Aufnahmepositionen
(X' ¥ Z') wWerden die (beispielsweise ca. 1000)
Teilbilder im Speicher der Rechnereinheit 7 zusam-
mengefligt, so dal man ein vollstadndiges elektroni-
sches Abbild des Objektes 8 mit einer ausreichenden
Scharfe in kirzester Zeit erhalt, die es gestattet, eine
Bildauswertung vorzunehmen.

[0038] Die verwendeten Symbole haben folgende
Bedeutung:

n Anzahl der MeRpunkte

m Anzahl der Teilbilder (= Anzahl der
Aufnahmepositionen)

X,y Koordinaten in der Aufnahmeebene

z Koordinate parallel zur optischen
Achse des Objektives

d Anzahl der Schritte auf der z-Koordi-
nate

drax z,-Wert mit maximalem Kontrast

Position der MeRpunkte
Position zur Aufnahme der Teilbilder
(Aufnahmeposition)

Xm yn’ Zn,dmax
1 ] ]
X m’ y n? z n

Bezugszeichenliste

Mikroskop

Objektivlinse

Objektiv

Beleuchtungseinheit
Verstelleinrichtungen fiir die x-Koordinate
Verstelleinrichtungen fiir die y-Koordinate
Verstelleinrichtungen fiir die z-Koordinate
Bilderfassungseinheit

Rechnereinheit

Objekt (Filterplattchen)

Objekttrager

1" Kontaminationen

12 optisch sichtbare Markierungen

13 Objekttisch

N =

©OONONAWN A

Patentanspriiche

1. Optisches Bilderzeugungsverfahren, umfas-
send die Schritte
— Festlegen von mindestens 3 Mefpunkten (x;, y,) auf
dem Aufnahmeobijekt;
— Ermitteln der zugehdrigen Schéarfeebenen (z,) fir
jeden dieser MefRpunkte;
— Erzeugung eines Héhenprofils aus den ermittelten
Schérfeebenen (z,) fir zumindest einen Bereich des
Aufnahmeobjektes durch Interpolation und/oder Ex-
trapolation;
— Aufnehmen von Teilbildern in den interpolierten
und/oder extrapolierten Bereichen des Hohenprofils,
wobei flr jedes Teilbild dessen Schéarfeebene (z,) aus
dem Hoéhenprofil bestimmt wird;
— Zusammensetzen des zu erzeugenden Bildes aus
den aufgenommenen Teilbildern.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dal® zur Ermittlung der Scharfeebene (z,)
eines jeden MeRpunktes der Abstand zwischen Ob-
jekt und Objektiv schrittweise geandert und dabei die
Folge der zugehorigen Relativkontraste gemessen
wird, und dal} aus dieser Folge der Maximalkontrast
ausgewahlt und damit die Schéarfeebene (z,) des je-
weiligen MeRpunktes festgelegt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet, dal} Markierungen in das
Objekt eingebracht und durch diese die Mel3punkte
festgelegt werden.

4. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, da® zum Anfah-
ren der Mel3punkte und/oder zur Aufnahme der Teil-
bilder das Objekt in der Aufnahmeebene relativ zu
der Objektivlinse bewegt wird.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

N1

T—

Figur 2
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