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image (lo), ou hologramme, de I'échantillon obtenue par un capteur
d'image (16) lorsque I'¢chantillon est illuminé par une source de lumiére
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un plan de reconstruction. A cet image complexe de référence est appliqué
ha un opérateur de propagation holographique, de fagon a obtenir une plurali-

té d'images complexes dites secondaires (Aref,z), a partir desquelles on

détermine un profil décrivant 1'évolution d'une caractéristique optique de

I'onde lumineuse transmise par 1'échantillon selon 'axe de propagation z

de cette onde lumineuse.
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PROCEDE DE CARACTERISATION HOLOGRAPHIQUE D'UNE PARTICULE
DANS UN ECHANTILLON

Description

DOMAINE TECHNIQUE

Le domaine technique de I'invention est lié a la caractérisation de particules présentes dans un
échantillon, en particulier un échantillon biologique, par reconstruction holographique.

ART ANTERIEUR

L'observation d’échantillons, et en particulier des échantillons biologiques, par imagerie sans
lentille connait un développement important depuis ces dix dernieres années. Cette technique
permet d’observer un échantillon en le disposant entre une source de lumiere et un capteur
d’image, sans disposer de lentille de grossissement optique entre I'échantillon et le capteur
d’'image. Ainsi, le capteur d’'image collecte une image de I'onde lumineuse transmise par

I’échantillon.

Cette image, également appelée hologramme, est formée de figures d’interférence entre I'onde
lumineuse émise par la source de lumiére et transmise par I'échantillon, et des ondes de
diffraction, résultant de la diffraction par I'échantillon de I'onde lumineuse émise par la source
de lumiére. Ces figures d’interférences sont parfois dénommées figures de diffraction, ou

désignées par le terme anglais « diffraction pattern ».

Le document W02008090330 décrit un dispositif permettant I'observation d’échantillons
biologiques, en l'occurrence des cellules, par imagerie sans lentille. Le dispositif permet
d’associer, a chaque cellule, une figure d’interférence dont la morphologie permet d’identifier
le type de cellule. L'imagerie sans lentille apparait alors comme une alternative simple, et peu
onéreuse, a un microscope classique. De plus, son champ d’observation est nettement plus
important que ne peut I'étre celui d’un microscope. On comprend alors que les perspectives

d’application liées a cette technologie sont importantes.

La demande de brevet W02015011096 décrit un procédé permettant d’estimer I'état d'une
cellule a partir d’'un hologramme. Cette demande permet par exemple de discriminer des

cellules vivantes de cellules mortes.

Les publications Langehanenberg P. "Autofocusing in digital holographic microscopy”, 3D
Research, vol. 2 n® 1 march 2011, et Poher V. "Lensfree in-line holographic detection of
bacteria", SPIE vol. 8086 22 may 2011 décrivent des procédés de localisation de particules basés

sur l'application d'algorithmes de focalisation numérique. La publication Ning W. "Three-
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dimensional identification of microorganisms using a digital holographic microscope"”,
Computational and Mathematical Methods in Medicine, vol. 220, n® 4598, 1 january 2013, décrit
un proceed permettant d'identifier une particule a partir d'un filtre tridimensionnel appliqué a

des images de particules reconstruites.

D’une facon générale, I’hologramme acquis par le capteur d’'image peut étre traité par un
algorithme de reconstruction holographique, de maniére a estimer des propriétés optiques de
I’échantillon, par exemple un facteur de transmission ou une phase. De tels algorithmes sont
bien connus dans le domaine de la reconstruction holographique. Pour cela, la distance entre
I’échantillon et le capteur d’image étant connue, on applique un algorithme de propagation,
prenant en compte cette distance, ainsi que la longueur d’onde de I'onde lumineuse émise par
la source de lumiére. On peut alors reconstituer une image d’'une propriété optique de
I’échantillon. L'image reconstruite peut, en particulier, étre une image complexe de I'onde
lumineuse transmise par I’échantillon, comportant des informations sur les propriétés optiques
d’absorption ou de variation de phase de I'échantillon. Un exemple d’algorithme de
reconstruction holographique est décrit dans la publication Ryle et al, « Digital in-line

holography of biological specimens », Proc. Of SPIE Vol.6311 (2006).

Mais les algorithmes de reconstruction holographiques peuvent induire un bruit de
reconstruction dans I'image reconstruite, désigné par le terme de « twin image ». Cela est
essentiellement di au fait que l'image formée sur le capteur d’image ne comporte pas
d’information relative a la phase de I'onde lumineuse atteignant ce capteur. De ce fait, la
reconstruction holographique s’effectue sur la base d’une information optique partielle, basée
uniquement sur l'intensité de I'onde lumineuse collectée sur le capteur d'image. L'amélioration
de la qualité de la reconstruction holographique fait I'objet de nombreux développements, en
mettant en ceuvre des algorithmes fréquemment dénommés « Phase retrieval », permettant

une estimation de la phase de I'onde lumineuse auquel le capteur d’'image est exposé.

La demande US2012/0218379 décrit par exemple un procédé permettant de reconstruire une
image complexe d’un échantillon, ladite image complexe comportant des informations
d’amplitude et de phase. Une telle image permet d’obtenir certaines informations permettant,
I'identification d’une cellule. La demande US2012/0148141 applique le procédé décrit dans la
demande US2012/0218379 pour reconstruire une image complexe de spermatozoides et de
caractériser leur motilité, leur orientation, ou certains paramétres géométriques, par exemple

la taille de leur flagelle. La demande W02014/012031 décrit également I’application d’un
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procédé de reconstruction d’une image complexe de cellules, en l'occurrence des
spermatozoides. Ce document décrit également I’acquisition d’hologrammes successifs, chaque
hologramme faisant I'objet d'une reconstruction holographique afin d’obtenir un suivi

tridimensionnel de la trajectoire de spermatozoides.

Les inventeurs ont estimé que le recours a une image complexe, obtenue par reconstruction
holographique a partir d’'un hologramme, ne permettait pas une caractérisation suffisante d’'un
échantillon, en particulier lorsque I'échantillon comporte des particules dispersées dans un
milieu. L'invention permet de résoudre ce probleme et permet une caractérisation précise de
particules, pouvant étre mise en ceuvre sur la base d'une seule image acquise.

EXPOSE DE L'INVENTION

Un objet de l'invention est un procédé de caractérisation d’une particule contenue dans un
échantillon, comportant les étapes suivantes :

a) illumination de I'échantillon a I'aide d’une source de lumiére, la source de lumiére
émettant une onde lumineuse incidente se propageant vers I’échantillon selon un axe
de propagation ;

b) acquisition, a I'aide d’un capteur d’'image, d’une image de I’échantillon, formée dans un
plan de détection, I’échantillon étant disposé entre la source de lumiere et le capteur
d’'image, chaque image étant représentative d’une onde lumineuse transmise par
I’échantillon sous I'effet de ladite illumination ;

le procédé étant caractérisé en ce qu’il comprend également les étapes suivantes :

c) application d’un opérateur de propagation a I'image acquise lors de I'étape b), de facon
a calculer une image complexe, dite image de référence, représentative de |’échantillon,
dans un plan de reconstruction ;

d) sélection d’'une position radiale de ladite particule dans un plan paralléle au plan de
détection ;

e) a partir de I'image complexe calculée lors de I'étape c), détermination d’au moins une
grandeur caractéristique de I'onde lumineuse transmise par I’échantillon, a une pluralité
de distances du plan de détection ou du plan de reconstruction ;

f) formation d’un profil, représentant I’évolution de la grandeur -caractéristique
déterminée lors de I'étape e) selon un axe paralléle a I'axe de propagation et passant
par la position radiale sélectionnée lors de I'étape d);

g) caractérisation de la particule en fonction du profil formé lors de I'étape f).

De préférence, I'étape e) comprend :
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4

«  |'application d’un opérateur de propagation a I'image complexe de référence, de facon
a calculer des images complexes dites secondaires selon une pluralité de distances du
plan de reconstruction ou du plan de détection ;

* la détermination de grandeurs caractéristiques de I'onde lumineuse a laquelle est
exposé le capteur d’'image, c’est-a-dire I'onde lumineuse transmise par I’échantillon, a
chacune desdites distances, a partir des images complexes secondaires.

Chaque grandeur caractéristique peut étre déterminée en déterminant le module ou I'argument
d’une image complexe secondaire calculée lors de I'étape e).

Par une ou un, il est entendu au moins une ou au moins un.

Selon un mode de réalisation, la caractérisation est effectuée en comparant le profil formé lors
de I'étape f) a des profils étalons déterminés au cours d’'une phase d’apprentissage. Cette phase
d’apprentissage consiste a mettre en ceuvre les étapes a) a f) en utilisant un échantillon étalon
a la place de I'échantillon a caractériser.

Lors de I'étape d), la position radiale de chaque particule peut étre sélectionnée a l'aide de
I'image acquise lors de I'étape b) ou a I'aide de I'image complexe de référence calculée lors de
I'étape c).

Selon un mode de réalisation, aucune optique de grossissement n’est interposée entre
I’échantillon et le capteur d’image.

De préférence, le plan de reconstruction, dans lequel I'image de référence est calculée, est un
plan selon lequel s’étend I’échantillon, dit plan de I’échantillon.

La source de lumiere peut étre une diode laser ou une diode électroluminescente.

Selon un mode de réalisation, lors de I'étape c), le calcul de I'image complexe de référence
comporte les sous-étapes suivantes :

i) définition d’une image initiale de I’échantillon dans le plan de détection, a partir de
I'image acquise par le capteur d’image ;

ii) détermination d’une image complexe de I’échantillon dans un plan de reconstruction
en appliquant un opérateur de propagation a I'image initiale de I’échantillon définie
lors de la sous-étape i) ou I'image de I’échantillon, dans le plan de détection, résultant
de l'itération précédente ;

iii) calcul d’un indicateur de bruit a partir de I'image complexe déterminée lors de la sous-
étape ii), cet indicateur de bruit dépendant, de préférence selon une fonction croissante

ou décroissante, d’un bruit de reconstruction affectant ladite image complexe ;
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iv) mise a jour de I'image de I’échantillon dans le plan de détection par un ajustement de

v)

valeurs de phase des pixels de ladite image, I'ajustement étant réalisé en fonction d’une
variation de I'indicateur calculé lors de la sous-étape iii) selon lesdites valeurs de phase ;
réitération des sous-étapes ii) a iv) jusqu’a I'atteinte d’un critére de convergence, de
facon a obtenir une image complexe de référence de I'échantillon dans le plan

détection, ou dans le plan de reconstruction.

Selon un mode de réalisation, la sous-étape iii), comporte :

10

pour différents pixels, le calcul d’'une grandeur associée a chaque pixel, en fonction de
la valeur de I'image complexe déterminée lors de la sous-étape ii) audit pixel, ou d’une
dérivée dimensionnelle de ladite image complexe audit pixel ;

la combinaison des grandeurs calculées en différents pixels, de facon a obtenir

I'indicateur de bruit.

L'indicateur de bruit peut étre une norme d’ordre inférieur ou égal a 1 calculée a partir des

grandeurs associées a chaque pixel. L'indicateur de bruit quantifie le bruit de reconstruction

15 affectant I'image complexe.

La grandeur associée a chaque pixel peut étre calculée a partir du module d’une dérivée

dimensionnelle, audit pixel, de 'image complexe déterminée lors de la sous-étape ii).

Elle peut étre obtenue a partir d’'une dérivée dimensionnelle de I'image complexe, cette dérivée

étant calculée en plusieurs pixels de I'image, voire a chaque pixel de I'image. Elle peut également

20 étre obtenue a partir de la valeur de I'image complexe en plusieurs pixels de I'image, voire a

chaque pixel de I'image.

Selon un mode de réalisation,

25

lors de la sous-étape i), I'image initiale de I'échantillon est définie par une normalisation
de I'image acquise par le capteur d’image, par une image représentative de I'onde
lumineuse émise par la source de lumiere ;

lors de la sous-étape iii), la grandeur associée a chaque pixel est calculée en fonction de
la valeur de I'image complexe déterminée lors de la sous-étape ii), audit pixel, soustraite

d’un nombre strictement positif, par exemple le nombre 1.

Le procédé peut comprendre 'une des caractéristiques suivantes, prises isolément ou en

30 combinaison:

lors de la sous-étape iii), I'indicateur est une somme, éventuellement pondérée, de la

grandeur associée a chaque pixel de I'image complexe déterminée lors de la sous-étape

i) ;
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- lors de la sous-étape iv), I'ajustement de la valeur de la phase de chaque pixel est réalisé
en constituant un vecteur, dit vecteur de phase, dont chaque terme correspond a la
valeur de la phase d’'un pixel de I'image de I'échantillon dans le plan de détection , ce
vecteur étant mis a jour, au cours de chaque itération, de facon soit a minimiser, soit a
maximiser l'indicateur de bruit calculé lors de la sous-étape iii), en se basant sur un
gradient de I'indicateur de bruit selon chaque terme dudit vecteur de phase.

Selon un mode de réalisation, lors de I'étape d), on sélectionne une pluralité de coordonnées
radiales, représentant une méme particule, et lors de I'étape f), on forme autant de profils que
de coordonnées sélectionnées. L'étape f) peut alors comprendre une combinaison de ces profils,
par exemple une moyenne de ces profils.

La particule peut étre une cellule ou un microorganisme ou une microbille ou un exosome ou
une gouttelette d’une émulsion. Il peut également s’agir d’un noyau cellulaire, d’'un débris
cellulaire, d’un organite cellulaire. Par caractérisation, on entend notamment :

- une détermination de la nature d’une particule, c’est-a-dire une classification de cette
particule parmi une ou plusieurs classes prédéterminées ;

- une détermination de I’état d'une particule, parmi un ou plusieurs états prédéterminés ;

- une estimation de la taille d’'une particule, ou de sa forme, ou de son volume ou tout
autre paramétre géométrique ;

- une estimation d'une propriété optique d’une ou plusieurs particules, par exemple
I'indice de réfraction ou une propriété de transmission optique ;

- un dénombrement desdites particules en fonction de leur caractérisation.

Un autre objet de l'invention est un dispositif permettant I'observation d’un échantillon,
comportant :

— une source de lumiére apte a émettre une onde lumineuse incidente se propageant vers
I’échantillon ;

— un support, configuré pour maintenir I'échantillon entre ladite source de lumiére et un
capteur d’'image ;

— un processeur, configuré pour recevoir une image de I'’échantillon acquise par le capteur
d’'image et a mettre en ceuvre le procédé décrit dans cette demande, et plus
particulierement les étapes c) a f) ou c) a g) précédemment évoquées.

D'autres avantages et caractéristiques ressortiront plus clairement de la description qui va suivre
de modes particuliers de réalisation de I'invention, donnés a titre d'exemples non limitatifs, et

représentés aux dessins listés ci-dessous.
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FIGURES
La figure 1 représente un exemple de dispositif selon I'invention.
La figure 2A illustre les principales étapes d’un procédé permettant le calcul d’'une image
complexe d’un échantillon dans un plan de reconstruction.
Les figures 2B, 2C, 2D, 2E et 2F représentent respectivement :
- un hologramme acquis par le capteur d’'image ;
- uneimage reconstruite dans un plan de reconstruction lors d’'une premiere itération du
procédé représenté sur la figure 2A ;
- une image représentant une grandeur associée a chaque pixel de I'image représentée
sur la figure 2C;
- une représentation d’une image, dite image complexe de référence, reconstruite apreés
plusieurs itérations du procédé représenté sur la figure 2A.
- un profil obtenu sur la base d’images complexes secondaires formées a partir de I'image
complexe de référence.
Les figures 3A et 3B schématisent un profil radial du module ou de la phase d’une image
complexe obtenue par reconstruction holographique, respectivement en présence et sans bruit
de reconstruction.
La figure 4 résume le fonctionnement d’un procédé mettant en ceuvre I'invention.
La figure 5A est un hologramme acquis par un capteur d’'image, I’échantillon comportant des
cellules dispersées dans une solution aqueuse. Les figures 5B et 5C représentent respectivement
le module et la phase d’'une image complexe, dite de référence, cette image complexe étant
formée dans un plan de reconstruction. Les figures 5D et 5E sont des profils représentant
respectivement une évolution du module et de la phase de 'onde lumineuse auquel le capteur
d’image est exposé, le long d’un axe de propagation passant par une premiére cellule. Les figures
5F et 5G sont des profils représentant respectivement une évolution du module et de la phase
de I'onde lumineuse auquel le capteur d’'image est exposé, le long d’un axe de propagation
passant par une deuxiéme cellule. La figure 5H est une image au microscope de I’échantillon
observé.
La figure 6A est un hologramme acquis par un capteur d’'image, I’échantillon comportant des
globules rouges dispersées dans une solution aqueuse. Les figures 6B et 6C représentent
respectivement le module et la phase d’une image complexe, dite de référence, cette image
complexe étant formée dans un plan de reconstruction. Les figures 6D et 6E sont des profils

représentant respectivement une évolution du module et de la phase de I'onde lumineuse



10

15

20

25

30

WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

auquel le capteur d’'image est exposé, le long d’un axe de propagation passant par un globule
rouge.

La figure 7A est un hologramme acquis par un capteur d’'image, I’échantillon comportant des
globules rouges dispersées dans une solution aqueuse. Les figures 7B et 7C représentent
respectivement le module et la phase d’une image complexe, dite de référence, cette image
complexe étant formée dans un plan de reconstruction. Les figures 7D et 7E sont des profils
représentant respectivement une évolution du module et de la phase de I'onde lumineuse
auquel le capteur d’'image est exposé, le long d’un axe de propagation passant par un globule
rouge.

La figure 8A est un hologramme acquis par un capteur d’image, I’échantillon étant une émulsion
comportant des gouttelettes d’huiles dispersées dans une solution aqueuse. Les figures 8B et 8C
représentent respectivement le module et la phase d’une image complexe, dite de référence,
cette image complexe étant formée dans un plan de reconstruction. Les figures 8D et 8F sont
des profils représentant respectivement une évolution du module et de la phase de l'onde
lumineuse auquel le capteur d’'image est exposé, le long d’'un axe de propagation passant par un
une gouttelette, ces profils étant obtenus directement a partir d'images complexes secondaires
calculées par application d’'un opérateur de propagation a I'hologramme de la figure 8A. Les
figures 8E et 8G sont des profils représentant respectivement une évolution du module et de la
phase de I'onde lumineuse auquel le capteur d’image est exposé, le long d’'un axe de
propagation passant par une gouttelette, ces profils étant obtenus a partir d’'images complexes
secondaires calculées par application d’un opérateur de propagation a I'image complexe de
référence dont le module et la phase sont représentées sur les figures 8B et 8C.

La figure 9A représente une image complexe de billes de latex de différents volumes baignant
dans un liquide. Les figures 9B et 9C représentent respectivement des profils du module et de la
phase de I'amplitude complexe passant par des billes représentées sur la figure 9A. La figure 9D
représente une image complexe de billes de latex de différents volumes baignant dans un
liquide. Les figures 9E et 9F représentent respectivement des profils du module et de la phase
de I'amplitude complexe passant par des billes représentées sur la figure 9D.

EXPOSE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS

La figure 1 représente un exemple de dispositif selon I'invention. Une source de lumiére 11 est
apte a émettre une onde lumineuse 12, dite onde lumineuse incidente, se propageant en

direction d’un échantillon 10, selon un axe de propagation Z. L'onde lumineuse est émise selon



10

15

20

25

30

WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

une bande spectrale AL, comportant une longueur d’onde A. Cette longueur d’onde peut étre

une longueur d’onde centrale de ladite bande spectrale.

L’échantillon 10 est un échantillon que I’on souhaite caractériser. Il peut notamment s’agir d’un
milieu 10a comportant des particules 10b. Les particules 10b peuvent étre des particules
sanguines, par exemple des globules rouges. Il peut également s’agir de cellules, de parasites,
de microorganismes, par exemple des bactéries ou des levures, des microalgues, des microbilles,
ou des gouttelettes insolubles dans le milieu liquide, par exemple des nanoparticules lipidiques.
Il peut également s’agir de noyaux cellulaires, d’organites ou de débris cellulaires. De
préférence, les particules 10b ont un diametre, ou sont inscrites dans un diameétre, inférieur a 1
mm, et de préférence inférieure a 100 um. Il s’agit de microparticules (diameétre inférieur a 1
mm) ou de nanoparticules (diameétre inférieur a 1 pum). Le milieu 10a, dans lequel baignent les
particules, peut étre un milieu liquide, par exemple un liquide corporel, un milieu de culture ou
un liquide prélevé dans I’environnement ou dans un procédé industriel. Il peut également s’agir
d’un milieu solide ou ayant la consistance d’un gel, par exemple un substrat de type gélose,
propice a la croissance de colonies bactériennes. Il peut également s’agir d’un échantillon

évaporé, fixé ou congelé.

L’échantillon 10 est, dans cet exemple, contenu dans une chambre fluidique 15. La chambre
fluidique 15 est par exemple une micro-cuvette, d’utilisation courante dans les dispositifs de
type point of care, dans laquelle I’échantillon 20 pénétre, par exemple par capillarité. L'épaisseur
e de I'’échantillon 10, selon I'axe de propagation varie typiquement entre 10 um et 1 cm, et est

de préférence comprise entre 20 um et 500 um, par exemple 150 pum.

L’échantillon s’étend selon un plan P;,, dit plan de I'échantillon, perpendiculaire a I'axe de

propagation. Il est maintenu sur un support 10s.

La distance D entre la source de lumiere 11 et I’échantillon 10 est de préférence supérieure a 1
cm. Elle est de préférence comprise entre 2 et 30 cm. De préférence, la source de lumiere, vue
par I’échantillon, est considérée comme ponctuelle. Cela signifie que son diameétre (ou sa
diagonale) est préférentiellement inférieur au dixieme, mieux au centieme de la distance entre
I’échantillon et la source de lumiere. Ainsi, de préférence, la lumiére parvient a I’échantillon sous

la forme d’ondes planes, ou pouvant étre considérées comme telles.

La source de lumiére 11 peut étre une diode électroluminescente ou une diode laser. Elle peut
étre associée a un diaphragme 18, ou filtre spatial. L'ouverture du diaphragme est typiquement

comprise entre 5 um et 1 mm, de préférence entre 50 um et 500 um. Dans cet exemple, le
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diaphragme est fourni par Thorlabs sous la référence P150S et son diametre est de 150 um. Le
diaphragme peut étre remplacé par une fibre optique, dont une premiere extrémité est placée
face a la source de lumiére 11 et dont une deuxiéme extrémité est placée face a I'échantillon

10.

Le dispositif peut comporter un diffuseur 17, disposé entre la source de lumiére 11 et le
diaphragme 18. L'usage d’un tel diffuseur permet de s’affranchir de contraintes de centrage de
la source de lumiere 11 par rapport a I'ouverture du diaphragme 18. La fonction d’'un tel
diffuseur est de répartir le faisceau lumineux, produit par une source de lumiere élémentaire

11;, (1<i<3) selon un céne d’angle .. De préférence, I'angle de diffusion o varie entre 10° et 80°.

De préférence, la bande spectrale d’émission AA de I'onde lumineuse incidente 12 a une largeur
inférieure a 100 nm. Par largeur de bande spectrale, on entend une largeur a mi-hauteur de

ladite bande spectrale.

L’échantillon 10 est disposé entre la source de lumiere 11 et un capteur d’image 16. Ce dernier
s'étend de préférence parallelement, ou sensiblement paralléelement au plan selon lequel
s'étend I'échantillon. Le terme sensiblement paralléelement signifie que les deux éléments
peuvent ne pas étre rigoureusement paralléles, une tolérance angulaire de quelques degrés,

inférieure a 20° ou 10° étant admise.

Le capteur d’'image 16 est apte a former une image selon un plan de détection P,. Dans
I'exemple représenté, il s’agit d’'un capteur d'image comportant une matrice de pixels, de type
CCD ou un CMOS. Les CMOS sont les capteurs préférés car la taille des pixels est plus faible, ce
qui permet d’acquérir des images dont la résolution spatiale est plus favorable. Le plan de
détection P, s’étend de préférence perpendiculairement a I'axe de propagation Z de I'onde

lumineuse incidente 12.

La distance d entre I’échantillon 10 et la matrice de pixels du capteur d’'image 16 est
préférentiellement comprise entre 50 um et 2 cm, de préférence comprise entre 100 pm et 2

mm.

On remarque I'absence d’optique de grossissement entre le capteur d’'image 16 et I’échantillon
10. Cela n’empéche pas la présence éventuelle de microlentilles de focalisation au niveau de
chaque pixel du capteur d’'image 16, ces derniéres n’ayant pas de fonction de grandissement de

I'image acquise par le capteur d’image.
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Sous l'effet de I'onde lumineuse incidente 12, I’échantillon 10 peut engendrer une onde
diffractée, susceptible de produire, au niveau du plan de détection P,, des interférences, en
particulier avec une partie de I'onde lumineuse incidente 12 transmise par I’échantillon. Par
ailleurs, I"’échantillon peut absorber une partie de I'onde lumineuse incidente 12. Ainsi, I'onde
lumineuse 22, transmise par I’échantillon, et a laquelle est exposé le capteur d’image 20, peut
comprendre :
- une composante résultant de la diffraction de I'onde lumineuse incidente 12 par
I’échantillon ;
- une composante résultant de l'absorption de I'onde lumineuse incidente 12 par
I’échantillon. Cette composante correspond a une partie de I'onde lumineuse incidente
12 non absorbée par I'échantillon.
L'onde lumineuse 22 peut aussi étre désignée par le terme "onde lumineuse d'exposition". Un
processeur 20, par exemple un microprocesseur, est apte a traiter chaque image acquise par le
capteur d’image 16. En particulier, le processeur est un microprocesseur relié a une mémoire
programmable 22 dans laquelle est stockée une séquence d’instructions pour effectuer les
opérations de traitement d’images et de calculs décrites dans cette description. Le processeur
peut étre couplé a un écran 24 permettant I'affichage d’images acquises par le capteur d’'image

16 ou calculées par le processeur 20.

Une image acquise sur le capteur d’'image 16, également appelée hologramme, ne permet pas
d’obtenir une représentation suffisamment précise de I'échantillon observé. Comme décrit en
lien avec I'art antérieur, on peut appliquer, a chaque image acquise par le capteur d’image, un
opérateur de propagation h, de facon a calculer une grandeur représentative de l'onde
lumineuse 22 transmise par I’échantillon 10, et a laquelle est exposé le capteur d’image 16. Un
tel procédé, désigné par le terme reconstruction holographique, permet notamment de
reconstruire une image du module ou de la phase de cette onde lumineuse 22 dans un plan de
reconstruction paralléle au plan de détection Py, et notamment dans le plan P;, selon lequel
s’étend I'échantillon. Pour cela, on effectue un produit de convolution de I'image I acquise par
le capteur d’image 16 par un opérateur de propagation h. Il est alors possible de reconstruire
une expression complexe A de I'onde lumineuse 22 en tout point de coordonnées (x,y, z) de
I'espace, et en particulier dans un plan de reconstruction P, situé a une distance |z| du capteur
d’image 16, ce plan de reconstruction pouvant étre le plan de I'échantillon P;,. L’expression
complexe A est une grandeur complexe dont I'argument et le module sont respectivement

représentatifs de la phase et de l'intensité de I'onde lumineuse 22 a laquelle est exposé le
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capteur d’image 16. Le produit de convolution de I'image I, par I'opérateur de propagation h
permet d’obtenir une image complexe A, représentant une distribution spatiale de I'expression
complexe A dans un plan, dit plan de reconstruction F,, s’étendant a une coordonnée z du plan
de détection P,. Dans cet exemple, le plan de détection P, a pour équation z = 0. Cette image
complexe correspond a une image complexe de I’échantillon dans le plan de reconstruction P,.
Elle représente également une distribution spatiale bidimensionnelle des propriétés optiques

de I'onde 22 a laquelle est exposée le capteur d’'image 16.

L'opérateur de propagation h a pour fonction de décrire la propagation de la lumiére entre le
capteur d’image 16 et un point de coordonnées (x, v, z), situé a une distance |z| de ce dernier.
Il est alors possible de déterminer le module M (x, y, z) et/ou la phase ¢ (x,y,z) 'onde lumineuse
22, acette distance |z|, dite distance de reconstruction, avec :

- M(x,y,z) = abs [A(x,y,2)] (1)

- o(xy,2) = arg [A(x,y,2)] (2)

Les opérateurs abs et arg désignent respectivement le module et I'argument.

Autrement dit, I'expression complexe A de I'onde lumineuse 22 en tout point de coordonnées

(x,v,z) de I'espace est telle que : A(x, y, z) = M(x,y, z)e/ #%¥2) (3)

L'obtention d’une image complexe A, de I’échantillon par application d’un opérateur de
propagation a un hologramme est connue de I'art antérieur, en particulier a des fins de
caractérisation de particules, comme en témoignent les références indiquées en lien avec I'art

antérieur.

Cependant, les inventeurs ont estimé qu’une image complexe de I'échantillon, comportant des
particules, ne permettait pas d’effectuer une caractérisation suffisamment fiable desdites
particules. Un point important de I'invention est de caractériser une particule non pas par une
image complexe, mais par un profil d’une caractéristique optique de 'onde lumineuse 22 le long
de son axe de propagation Z. Par profil, on entend une évolution d’une grandeur le long d’un
axe, et en particulier le long de I'axe de propagation, auquel cas on parle de profil selon I'axe Z.
La caractéristique optique peut &tre une phase, une amplitude, ou une combinaison d’une phase
et d’une amplitude. D’'une facon générale, une caractéristique optique est obtenue a partir de

I'expression complexe A telle que précédemment défini.

Cependant, une telle reconstruction peut s’accompagner d’un bruit de reconstruction pouvant
étre important, du fait que la propagation est réalisée sur la base d’'un hologramme [; ne

comportant pas d’'information relative a la phase. Aussi, préalablement a I'établissement du
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profil, il est préférable de disposer d’une information relative a la phase de I'onde lumineuse 22

a laquelle est exposé le capteur d’image 16. Cette information relative a la phase peut étre

obtenue en reconstruisant une image complexe A, de I'échantillon 10, selon des méthodes

décrites dans I'art antérieur, de facon a obtenir une estimation de I'amplitude et de la phase de

I'onde lumineuse 22 au niveau du plan P, du capteur d’image ou dans un plan de reconstruction

P, situé a une distance |z|de ce dernier. Cependant, les inventeurs ont mis au point un procédé

basé surle calcul d’'une image complexe de référence, décrit en lien avec la figure 2A. Ce procédé

comprend les étapes suivantes :

Acquisition d’une image [, par le capteur d’image 16, cette image formant
I’hologramme (étape 100).

Calcul d’'une image complexe, dite de référence, A, de I'échantillon 10 dans un plan
de reconstruction P, ou dans le plan de détection P, cette image complexe de référence
comportant des informations de phase et d’amplitude de 'onde lumineuse 22 a laquelle
est exposé le capteur d'image 16 ; cette étape est effectuée en appliquant I'opérateur
de propagation h, précédemment décrit, a I'image acquise I; (étapes 110 a 170). Cette
image est désignée comme étant une image de référence car elle sert de base a la
formation du profil sur la base duquel la particule est caractérisée.

Sélection d’une position radiale (x, y) d'une particule dans le plan de détection (étape
180), soit en utilisant I'image complexe de référence, soit I’hologramme.

Application de I'opérateur de propagation h a I'image complexe de référence A,..r de
fagon a calculer des images complexes A,.f ,, dites secondaires, le long de I'axe de
propagation Z (étape 185).

A partir de chaque image complexe secondaire A,.f ., estimation d’une grandeur
caractéristique de I'onde lumineuse 22, a la position radiale (x,y) de la particule
préalablement sélectionnée, et a une pluralité de distances du plan de reconstruction
(ou du plan de détection), puis formation d’un profil représentant une évolution de
ladite grandeur caractéristique selon I'axe de propagation Z (étape 190).
Caractérisation de la particule en fonction de ce profil. Cette caractérisation peut étre
effectuée par une comparaison du profil obtenu avec des profils étalons obtenus lors
d’une phase de calibration, a I'aide d’échantillons étalons. La caractérisation peut étre
basée sur une métrique permettant une comparaison entre le profil obtenu et les profils
étalons, ou une classification du profil obtenu selon des classes associées a des profils

étalons (étape 200).
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L'algorithme présenté sur la figure 2A est détaillé ci-dessous, les résultats obtenus au cours de
certaines étapes étant illustrés sur les figures 2B a 2F. Les étapes 110 a 170 constituent une
facon préférée d'obtenir une image complexe de référence, notée A,.r, cette image
représentant une distribution spatiale de I'expression complexe de I'onde 22 dans un plan de
reconstruction P,. 'homme du métier comprendra que d’autres algorithmes permettant de
reconstruire une telle image complexe, et par exemple les algorithmes cités en lien avec I'art
antérieur, sont également envisageables, par exemple les algorithmes décrits dans

US2012/0218379 pages 10 a 12.

Etape 100 : acquisition d’image

Au cours de cette étape, le capteur d’image 16 acquiert une image I, de I’échantillon 16, et plus
précisément de I'onde lumineuse 22 transmise par ce dernier, a laquelle est exposé le capteur

d’image. Une telle image, ou hologramme, est représentée sur la figure 2B.

Cette image a été réalisée en utilisant un échantillon 10 comportant de cellules CHO (cellules
ovariennes de hamster) baignant dans un tampon salin, I’échantillon étant contenu dans une
chambre fluidique d’épaisseur 100 um disposé a une distance d de 1500 pum d’un capteur CMOS.
L’échantillon a été illuminé par une diode électroluminescente 11 dont la bande spectrale
d’émission est centrée sur une longueur d’onde de 450 nm et située a une distance D=8 cm de

I’échantillon.

Etape 110 : initialisation

Au cours de cette étape, on définit une image initiale A’3:° de I’échantillon, a partir de I'image
Iy acquise par le capteur d’image 16. Cette étape est une initialisation de I'algorithme itératif
décrit ci-aprés en lien avec les étapes 120 a 180, I'exposant k désignant le rang de chaque
itération. Le module M(')‘:0 de I'image initiale A{§=° peut-étre obtenu en appliquant I'opérateur
racine carrée a l'image acquise I, par le capteur d’image, auquel cas M(')‘:0 = \/I_O. Il peut
également étre obtenu par une normalisation de I'image I; par un terme représentatif de
I'intensité de 'onde lumineuse 12 incidente a I’échantillon 16. Ce dernier peut étre :

- la racine carrée d’'une moyenne I, de I'image I,, auquel cas chaque pixel I5(x,y) de
. . Ly . = Io(X,
I'image acquise est divisé par ladite moyenne, de telle sorte que M(')“0 = @ (4)
0

- une image sans échantillon I{5 acquise par le capteur d’image 16 en l|’absence

d’échantillon entre la source de lumiere 11 et le capteur d’image, auquel cas la valeur
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de chaque pixel I;(x, y) de I'image acquise de I'échantillon est divisée par la valeur de

IO(Xy) ( )

chaque pixel I;,(x, y) de I'image sans échantillon : MX=° (o)

- une moyenne I, de ladite image sans échantillon, auquel cas chaque pixel I,(x,y) de

IO (ny) ’”
[pp—— 4
= (47)

I'image acquise est divisé par ladite moyenne : M(')‘:0
La phase <p’g=° de I'image initiale A{§=° est soit considérée comme nulle en chaque pixel (x,y),
soit prédéterminée selon une valeur arbitraire. En effet, I'image initiale A{§=° résulte
directement de I'image [, acquise par le capteur d'image 16. Or, cette derniére ne comporte pas

d’information relative a la phase de I'onde lumineuse 22 transmise par I’échantillon 10, le

capteur d’'image 16 n’étant sensible qu’a l'intensité de cette onde lumineuse.

Etape 120 : propagation

Au cours de cette étape, I'image A'é_l obtenue dans le plan de I'’échantillon est propagée dans
un plan de reconstruction P,, par l'application d’'un opérateur de propagation tel que
précédemment décrit, de facon a obtenir une image complexe A%, représentative de
I’échantillon, dans le plan de reconstruction P,. Le terme image complexe désigne le fait que
chaque terme de cette image est une grandeur complexe. La propagation est réalisée par
convolution de I'image A'g‘l par I'opérateur de propagation h_,, de telle sorte que :

A = A5 *h_, (5),

le symbole * désignant un produit de convolution. L'indice -z représente le fait que la
propagation est réalisée dans un sens opposé a I'axe de propagation Z. On parle de rétro-

propagation.

L'opérateur de propagation est par exemple la fonction de Fresnel-Helmholtz, telle que :

h(x,y,z) = ]%6,12 /le p(]n (6)

La convolution est généralement réalisée dans le domaine fréquentiel, ou elle se ramene a un

produit, auquel cas on utilise la transformée de Fourier de cet opérateur, cette derniére étant :
2

H(w,v,z) = /" Texp(=Az(u? +v?)) (6')

ol A désigne la longueur d’onde centrale de la bande spectrale d’émission de la source de

lumiere 11.
Ainsi, Ak (x,y) = Ak(r) = — i e [J AR (r") exp — <]T[( ) )dr (7)

ou r et r’ désignent respectivement des coordonnées radiales, c’est-a-dire dans le plan de

reconstruction P, et dans le plan de détection P,.
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Lors de la premiére itération (k =1), AK=C est I'image initiale déterminée lors de I'étape 110. Au
cours des itérations suivantes, A'g‘l est I'image complexe dans le plan de détection Py mise a

jour au cours de l'itération précédente.

Le plan de reconstruction P, est un plan distant du plan de détection P,, et de préférence
parallele a ce dernier. De préférence, le plan de reconstruction P, est un plan P, selon lequel
s’étend I'échantillon 10. En effet, une image reconstruite dans ce plan permet d’obtenir une
résolution spatiale généralement élevée. Il peut également s’agir d’'un autre plan, situé une
distance non nulle du plan de détection, et de préférence paralléle a ce dernier, par exemple un

plan s’étendant entre le capteur d’image 16 et I’échantillon 10.

La figure 2C représente une le module d’une image AX=" reconstruite a une distance de 1440
pm du plan de détection P, en appliquant I'opérateur de propagation défini ci-dessus a
I’hologramme de la figure 2B. Cette image représente I'image complexe, dans le plan de

reconstruction, établie lors de la premiére itération.

Etape 130 : Calcul d’une grandeur en plusieurs pixels de I'image complexe A¥

Au cours de cette étape, on calcule une grandeur ek(x,y) associée a chaque pixels d’'une
pluralité de pixels (x,y) de I'image complexe A, et de préférence en chacun de ces pixels.
Cette grandeur dépend de la valeur AX(x,y) del'image A%, oude son module, au pixel (x,y) a
laquelle elle est calculée. Elle peut également dépendre d’'une dérivée dimensionnelle de

I'image en ce pixel, par exemple le module d’une dérivée dimensionnelle de cette image.

Dans cet exemple, la grandeur associée a chaque pixel (x,y) est basé sur le module d'une

dérivée dimensionnelle, telle que :

et Gyl Jeat e
Ek(x,y)_ | pe | +| P

(8)

L'image étant discrétisé en pixels, les opérateurs de dérivée peuvent étre remplacés par des

opérateurs de Sobel, de telle sorte que :

e*(x,y) = J(Sx * AL(6,Y)) (S + AL (0, ¥))* + (Sy * AS(x,2)) (Sy * AZ(x,¥))* (9) ol

- () désigne I'opérateur complexe conjugué ;
- SyetS, désignent des opérateurs de Sobel selon deux axes orthogonaux X et Y du plan

de reconstruction F,.
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1 0 -1
Selon cetexemple, § =2 0 -2 (10)etS, estla matrice transposée de S,.
1 0 -1

La figure 2D représente, sous la forme d’une image, la valeur de la grandeur £*(x, y), en chaque

pixel, de 'image AX=" représentée sur la figure 2C.

Etape 140 : établissement d’un indicateur de bruit associé a I'image A% .

Lors de I'étape 130, on a calculé des grandeurs ¥ (x, y) en plusieurs pixels de I'image complexe
A'Z‘. Ces grandeurs peuvent former un vecteur E¥, dont les termes sont les grandeurs £ (x, v)

associées a chaque pixel (x, y).

Dans cette étape, on calcule un indicateur, dit indicateur de bruit, a partir d’'une norme du
vecteur E. D’'une facon générale,  une norme est associée un ordre, de telle sorte que la norme
lIx||, d’ordre p d’un vecteur x de dimension n de coordonnées (xlsz, - xn,) est telle que :

Ixll, = Giqlx; [P)VP, avecp 2 0. (12)

Dans le cas présent, on utilise une norme d’ordre 1, autrement dit p = 1. Les inventeurs ont en
effet estimé que le recours a une norme d’ordre 1, ou d’ordre inférieur ou égal a 1, est
particulierement adapté a cet algorithme, pour les raisons expliquées ci-apres en lien les figures

3A et 3B.

Au cours de cette étape, la grandeur £ (x, y) calculée a partir de 'image complexe A%, a chaque
pixel (x, y) de cette derniére, est sommée de facon a constituer un indicateur de bruit £¥ associé
a I'image complexe AX.

Ainsi, e = ¥, " (x,y) (15).

Cet indicateur de bruit e“correspond a une norme de variation totale de I'image complexe A%

En se rapportant a I'exemple de la figure 2D, I'indicateur de bruit €= est obtenu, lors de la

premiere itération, par une sommation de la valeur des pixels de cette image.

De facon alternative a une norme d’ordre 1, une somme pondérée des grandeurs £*(x, y), ou

autre combinaison arithmétique, est également envisageable.

Du fait de l'utilisation d’une norme d’ordre 1, ou d’ordre inférieur ou égal a 1, la valeur de
I'indicateur de bruit £ diminue lorsque I'image complexe AX est de plus en plus représentative
de I'échantillon. En effet, lors des premieres itérations, la valeur de la phase (p'o‘(x, y), en chaque

pixel (x,y) de I'image A'g est mal estimée. La propagation de I'image de I’échantillon du plan de
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détection P, vers le plan de reconstruction P, s"accompagne alors d’un bruit de reconstruction
important, comme évoqué en lien avec I'art antérieur. Ce bruit de reconstruction se présente
sous la forme de fluctuations apparaissant sur I'image reconstruite. Du fait de ces fluctuations,
un indicateur de bruit £*, tel que précédemment défini est d’autant plus élevé que la
contribution du bruit de reconstruction, sur I'image reconstruite, est importante. En effet, les

fluctuations dues au bruit de reconstruction tendent a augmenter la valeur de cet indicateur.

Les figures 3A et 3B schématisent un profil radial du module (ou d’'une phase) d’'une image
reconstruite, en étant affectée d’un bruit de reconstruction respectivement fort et faible. On a
considéré ici un échantillon comportant une dispersion de particules 10b dans un milieu
homogene transparent 10a. Les profils schématisés comportent deux fluctuations importantes,
chacune étant représentative d’une particule 10b. Le profil de la figure 3A comporte également
des fluctuations d’amplitude plus faible, et de fréquence élevée, de représentatives d’un bruit
de reconstruction. L'indicateur de bruit £¥, tel que précédemment défini, est plus important sur
la figure 3A que sur la figure 3B. L'utilisation d’un indicateur ¥ basé sur une norme d’ordre
supérieur a 1 pourrait également convenir, mais une telle norme a tendance a atténuer les
fluctuations d’amplitude faible, représentatives du bruit de reconstruction, par rapport a aux
fluctuations importantes, représentatives de I’échantillon. A I'inverse, une norme d’ordre 1, ou
d’ordre inférieur a 1, n’atténue pas les faibles fluctuations par rapport aux fluctuations
importantes. C’'est pourquoi les inventeurs préferent un indicateur de bruit de reconstruction

£k basé sur une norme d’ordre 1 ou inférieur a 1.

Un aspect important de cette étape consiste a déterminer, dans le plan de détection P, des

valeurs de phase (p'o‘(x, y) de chaque pixel de I'image de I’échantillon A  permettant d’obtenir,

k+

lors d’une itération suivante, une image reconstruite A'Z‘Jr1 dont l'indicateur £**1 est inférieur a

Iindicateur .

Lors de la premiére itération, comme précédemment expliqué, on ne dispose que d’une
information pertinente sur l'intensité de I'onde lumineuse 22 mais non sur sa phase. La premiere
image reconstruite A'fldans le plan de reconstruction P, est donc affectée d’un bruit de

reconstruction important, du fait de I'absence d’information pertinente quant a la phase de

k=1

I'onde lumineuse 22 dans le plan de détection P,. Par conséquent, I'indicateur ¢ est élevé.

Au cours des itérations suivantes, I'algorithme procéde a un ajustement progressif de la phase

(plg(x, y) dans le plan de détection Py, de fagon a minimiser progressivement I'indicateur gk,
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L'image A'g dans le plan de détection est représentative de I'onde lumineuse 22 dans le plan de
détection Py, aussi bien du point de vue de son intensité que de sa phase. Les étapes 120 a 160
visent a établir, de facon itérative, la valeur de la phase (p'o‘(x, y) de chaque pixel de I'image Ak,
minimisant I'indicateur £¥, ce dernier étant obtenu sur I'image AX obtenue par propagation de

5 l'image A'g‘l dans le plan de reconstruction F,.

L'algorithme de minimisation peut étre un algorithme de descente de gradient, ou de descente

de gradient conjugué, ce dernier étant décrit ci-aprés.

Etape 150 : Ajustement de la valeur de la phase dans le plan de détection.

L'étape 150 vise a déterminer une valeur de la phase (p’o‘(x,y) de chaque pixel de I'image

k+1

10 complexe A'g de facon a minimiser l'indicateur ¢ résultant d’une propagation de I'image

complexe A'g dans le plan de reconstruction P,, au cours de I'itération suivante k+1.

Pour cela, un vecteur de phase (p’é est établi, dont chaque terme est la phase (p'o‘(x, y) d’un pixel
(x,y) del'image complexe A'g. La dimension de ce vecteur est (Ngix, 1), 0U Nyix désigne le nombre
de pixels considérés. Ce vecteur est mis a jour au cours de chaque itération, par I’expression de

15 mise a jour suivante :

5, y) = o5 1 (x,y) + a*p*(x,y) (16) ou :
- a® est un scalaire, désigné par le terme « pas », et représentant une distance ;
- pkestunvecteur de direction, de dimension (Npy, 1), dont chaque terme p(x, y) forme
une direction du gradient Ve* de I'indicateur £¥.
20 Cette équation peut étre exprimée sous forme vectorielle, comme suit :
@5 = @5 ' + apt (16)
On peut montrer que :
pk = —Vek + Blpk-1(17)
ou:

25 - Vek est un vecteur de gradient, de dimension (Npix, 1), dont chaque terme représente
une variation de I'indicateur £¥ en fonction de chacun des degrés de liberté, formant les
inconnues du probleme, c’est-a-dire les termes du vecteur (p’é. ;

k-1

- p est un vecteur de direction établi lors de l'itération précédente ;

- B¥ est facteur d’échelle appliqué au vecteur de direction p*~1.

30 Chaque terme Ve (x, y) du vecteur de gradient Ve¥, est tel que
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oe" . S # A S = A
Vet (r')y=————=-Im| A} (') || S, * =2+ 8 »—=——.|xh_[(r') | (18)
8(00 (I") & £
ou Im représente I'opérateur partie imaginaire et 7’ représente une coordonnée (x,y) dans le

plan de de détection.

Le facteur d’échelle ,8" est un scalaire pouvant étre exprimé de telle sorte que :

,B(k) _ Vel ve®

(k=1) (k=1) . . .
Vet Ve (19), ou. désigne le produit scalaire.

Le pas a® peut varier selon les itérations, par exemple entre 0.03 au cours des premiéres
itérations et 0.0005 lors des derniéres itérations.

L’équation de mise a jour permet d’obtenir un ajustement du vecteur (p’é, ce qui entraine une
mise a jour itérative de la phase (p'g(x, y) en chaque pixel de I'image complexe A'g. Cette image
complexe A, dans le plan de détection, est alors mise & jour par ces nouvelles valeurs de la
phase associée a chaque pixel. Notons que le module de I'image complexe A'g n’est pas modifié,
ce dernier étant déterminé a partir de I'image acquise par le capteur d’image, de telle sorte que

ME(x, y) = ME=%(x, y).

Etape 160 : Réitération ou sortie d’algorithme.

Tant qu’un critére de convergence n’est pas atteint, I'étape 160 consiste a réitérer I'algorithme,
par une nouvelle itération des étapes 120 a 160, sur la base de I'image complexe A'g mise a jour

lors de I'étape 150.

Le critere de convergence peut étre un nombre K prédéterminé d’itérations, ou une valeur
minimale du gradient Ve* de I'indicateur, ou une différence considérée comme négligeable
entre deux vecteurs de phase ¢’(§_1,(p’(§ consécutifs. Lorsque le critere de convergence est
atteint, on dispose d’une estimation considérée comme correcte d’une image complexe de

I’échantillon, dans le plan de détection P, ou dans le plan de reconstruction F,.

Etape 170 : Obtention de I'image complexe de référence.

A l'issue de la derniére itération, le procédé peut comprendre une propagation de I'image
complexe A'g résultant de la derniére itération dans le plan de reconstruction P,, de maniere a
obtenir une image complexe de référence A, = A'Z‘. De facon alternative, I'image complexe
de référence A,.r est 'image complexe A'g résultant de la derniéere itération dans le plan de
détection P,. Lorsque la densité des particules est élevée, cette alternative est cependant moins

avantageuse car la résolution spatiale dans le plan de détection P, est moins élevée que dans le
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plan de reconstruction P,, notamment lorsque le plan de reconstruction P, correspond a un plan

P, selon lequel s’étend I’échantillon.

La figure 2E représente une image du module M§:3° de chaque pixel de I'image complexe de

référence Ak=30

obtenue dans un plan de reconstruction P, a I'issue de 30 itérations. Cette
image peut étre comparée a la figure 2C, montrant une image similaire A'fl obtenue lors de la
premiére itération. On observe une nette diminution du bruit de reconstruction, en particulier
entre chaque particule. En outre, la résolution spatiale de cette image permet une meilleure
identification des coordonnées radiales (x, y) de chaque particule. Ces conclusions concernent

également I'image de phase @¥=3°de chaque pixel de Iimage de référence A,,; = A%=3°.

Etape 180 : Sélection des coordonnées radiales de particules.

Au cours de cette étape, on sélectionne les coordonnées radiales (x, y) d’'une particule a partir
de I'image de référence A,.r =A'§:3°, par exemple a partir de I'image de son module
Myep- M5=3° ou de Iimage de sa phase @, @5~3°. Comme précédemment évoqué, le terme
coordonnée radiale désigne une coordonnée dans le plan de détection ou dans le plan de
reconstruction. Il est également envisageable d’effectuer cette sélection a partir de
I’hologramme [; ou a partir de I'image complexe A'g obtenue dans le plan de détection suite a
la derniere itération. Cependant, lorsque le nombre de particules augmente, il est préférable
d’effectuer cette sélection sur I'image formée dans le plan de reconstruction, du fait de sa
meilleure résolution spatiale, en particulier lorsque le plan de reconstruction correspond P, au
plan de I'échantillon Py,.

Sur la figure 2E, on a représenté la sélection d’une particule, entourée par un contour en

pointillés.

Etape 185 : Application d’'un opérateur de propagation

Au cours de cette étape 185, I'image complexe de référence A,.r est propagée selon une
pluralité de distances de reconstruction, en utilisant un opérateur de propagation h tel que
précédemment défini, de facon a disposer d’une pluralité d’images complexes, dites
secondaires, A,y , reconstruites a différentes distances du plan de détection P, ou du plan de
reconstruction P,. Ainsi, cette étape comprend la détermination d’une pluralité d’images
complexes A,.f , telles que :

Averz = Arer * h; (20) avec zyin < 2 < Zpgy-

Les valeurs z,,;,et Z,,qx SONt les coordonnées minimales et maximales, selon I'axe Z, selon

lesquelles I'image complexe de référence est propagée. De préférence, les images complexes
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sont reconstruites selon une pluralité de coordonnées z entre I'échantillon 10 et le capteur

d’image 16. Les images complexes peuvent étre formées de part et d’autre de I'échantillon 10.

Ces images complexes secondaires sont établies par une simple application d’un opérateur de
reconstruction holographique h a I'image de référence A,..¢. Or, cette derniere est une image
complexe décrivant correctement I’onde lumineuse 22 a laquelle est exposé le capteur d’image,
en particulier au niveau de sa phase, suite aux itérations des étapes 120 a 160. Par conséquent,
les images secondaires A, forment un bon descripteur de la propagation de F'onde
lumineuse 22 selon I'axe de propagation Z. Elles sont obtenues trés simplement a partir de
I'image complexe de référence. De ce fait, on peut obtenir aisément, a partir de I'image
complexe de référence, une pile d'images reconstruites, et cela rapidement car la simple
application d'un opérateur de propagation a I'image complexe de référence est une opération

peu coliteuse en temps.

Etape 190 : Formation d’un profil

Au cours de cette étape, a partir de chaque image complexe secondaire A, ,, on détermine
une grandeur caractéristique de l'onde lumineuse 22 de facon a déterminer un profil
représentant I'évolution de ladite grandeur caractéristique selon I'axe de propagation Z. La
grandeur caractéristique peut étre :

- le module, auquel cas le profil est formé a partir du module M,.¢ ,(x,y) de chaque
image complexe secondaire Aref,z(x,y) a la position radiale (x,y) préalablement
sélectionnée. On obtient alors un profil M(z) ;

- laphase, auquel cas le profil est formé a partir de la phase ¢,..¢ ,(x, y) de chaque image
complexe secondaire Aresz(x, y) a la position radiale (x,y) préalablement
sélectionnée. On obtient alors un profil ¢(z) ;

- une combinaison du module et de la phase de chaque image, par exemple sous la forme

Prefz(X,Y)

d’unratio k(x,y) = Mroro(ey)
ref,z\%

. On obtient alors un profil k(z).

La figure 2F représente I'évolution de la phase ¢(z) de I'onde lumineuse 22 le long de I'axe de

propagation Z.

Etape 200 : Caractérisation

La particule peut ensuite étre caractérisée a partir du profil formé lors de I'étape précédente.
De préférence, on dispose d’une base de données de profils étalons formés au cours d’'une phase
d’apprentissage a I'aide d’échantillons étalons connus. La caractérisation est alors effectuée par

une comparaison ou d’une classification du profil formé sur la base des profils étalons.
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Dans I'exemple qui a été donné, la grandeur £*(x, y), associée a chaque pixel, mise en ceuvre
dans I'étape 130 est basée sur une dérivée dimensionnelle en chaque pixel (x,y) de I'image
A’Z‘. Selon une variante, I'image initiale A{§=° est normalisée, comme précédemment décrit, par
un scalaire ou une image représentative de I'onde incidente 12. De cette fagon, en chaque pixel,
le module de l'image de [|’échantillon, dans le plan de détection ou dans le plan de
reconstruction, est inférieur ou égal a 1. La grandeur £*(x, y) associée a chaque pixel, dans
I’étape 130 est un module d’une différence de I'image A'Z‘, en chaque pixel, et la valeur 1. Une

telle grandeur peut étre obtenue selon I'expression :

eh(x,y) = J(A’z‘(x,y) —1)( 4, y) —1)" = |4k (e y) — 1] (20)

et, lors de I'étape 140, ¥ = Z(x,y)ek(x,y) (21), ce qui correspond, sous une forme non

discrétisée, a & (Azk):J‘ Af - 1| = IdF\/(Af (r)- IXAf (r)- 1)* (22), r désignant une

coordonnée radiale dans le plan de reconstruction.

L'indicateur de bruit est & nouveau une norme d’ordre 1 d’un vecteur E¥ dont chaque terme est

le module £*(x, y) calculé en chaque pixel.

On peut montrer que le gradient de cet indicateur de bruit £¥, par rapport au vecteur de phase,

est tel que: Ve (r') = %:r') = Im(A(f*}r' ). (A%i—:h) *h_|(r') (23)

z
r’ désignant une coordonnée radiale dans le plan de détection.

De méme que la norme de type variation totale, précédemment décrite, en lien avec
I’expression (15), I'utilisation d’un tel indicateur est adapté a un échantillon comportant des
particules 10b dispersées dans un milieu homogene 10a. Lors de I'algorithme de descente de
gradient, cet indicateur tend a réduire le nombre de pixels dont le module n’est pas égal a 1
selon des zones réparties de facon discrétes dans lI'image de ['échantillon, ces zones

correspondant aux particules 10b de I'échantillon.

Selon une autre variante, lors de I'étape 130, la norme est telle que :

£ (x,y) = ((A';(x,y)) (A ) - 1) = |4k @[ -1 (25)
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2
Et, lors de I'étape 140, e¥ = 1/2 Z(x,y) (ek(x, y)) (26), ce qui correspond, sous une forme non

’ —1]2 (27)

De méme que dans les modes de réalisation précédents, I'étape 130 comporte un calcul d’'une

1
discrétisée, a & = —J(Af
2

grandeur £*(x, y) associée a chaque pixel, basée sur un module de I'image complexe A%, puis
le calcul d’un indicateur de bruit associé a I'image complexe A¥ basé sur une norme. Selon cette

variante, il s’agit d’'une norme d’ordre 2.

On peut montrer que le gradient de cet indicateur, par rapport au vecteur de phase, est tel que :

Ak

Vet (ry=—25 :21mA§*(

2 _ k '
S leZ j *h(r') (28)

Selon une autre variante, lors de I'étape 130, la grandeur associée a chaque pixel est telle que

eh(x,y) = ((A'; y) 4k ) - 1) = |4k )| -1 (30)

Et, lors de I'étape 140, £k = Z(x,y) £*(x,y) (31), ce qui correspond, sous une forme non

Ak

T |
discrétisée, a & :—I

2

2
—1‘ (32). La grandeur associée a chaque pixel est identique a la

variante précédente (cf. équation (25)), mais lI'indicateur de bruit associé a I'image est calculé

selon une norme d’ordre 1.

Selon une autre variante, lors de I'étape 130, la grandeur associée a chaque pixel est telle que

e 0oy) = | (450 ) (A5G ) =11 = |akGey)| -1 69

Et, lors de I'étape 140, £* = Yy £*(x,y) (36), ce qui correspond, sous une forme non

Ak

1
discrétisée, a g = 5” —1‘ (37)

Ainsi, quel que soit le mode de réalisation, I'indicateur de bruit £¥ associé a une image complexe
Af , peut étre obtenu par :

- le calcul d’'une grandeur en une pluralité de pixels de I'image, basé sur une valeur de
cette derniére, un module de cette derniére ou d’une dérivée dimensionnelle de cette
derniere ;

- la combinaison desdites grandeurs sous la forme d’une norme, et de préférence d’une

norme d’ordre inférieur a 1.
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La figure 4 résume les principales étapes de l'algorithme précédemment décrit : a partir d’'une
image [; acquise par le capteur d’image 16, on forme une image initiale A{§=°. Lors de chaque
itération k, une image complexe A%, représentant 'onde lumineuse 22 dans un plan de
reconstruction P, est établie par propagation numérique d’une image A'g représentant I'onde
lumineuse 22 dans le plan de détection P,. Un indicateur de bruit £* est associé a I'image AX.
Son gradient Ve¥, en fonction de la phase (p'g de I'onde lumineuse 22, dans le plan de détection
Py, est calculé, sur la base duquel ladite phase de I'onde lumineuse 22, dans le plan de détection,
est mise a jour. Cette mise a jour permet de former une nouvelle image complexe A'g“ dans le
plan de détection P, sur la base de laquelle une nouvelle itération peut étre menée. Apres
I"atteinte d’un critere de convergence, on obtient une image de référence A,..r, qui est, dans
cet exemple, Iimage obtenue par propagation de I'image AX, obtenue lors de la derniére
itération, dans le plan de I'échantillon P;, (étape 170). Cette image de référence permet de
sélectionner une position radiale (x,y) d’une particule a examiner (étape 180). Un opérateur
de propagation h lui est appliqué, de facon a former plusieurs images complexes secondaires
Avrer,z, selon plusieurs coordonnées le long de I’axe de propagation Z (étape 185). A partir de Ia
valeur des différentes images secondaires A,.r, a la position radiale sélectionnée, on obtient
un profil d’une grandeur caractéristique de I'onde lumineuse 22 suivant |'axe de propagation

(étape 190).

Sur les modes de réalisation précédemment décrits, l'indicateur ek décrit une fonction
croissante selon le bruit de reconstruction. En d’autres termes, plus le bruit de reconstruction
est important, plus I'indicateur £ est élevé. L’algorithme d’optimisation tend donc a minimiser
cet indicateur, en particulier sur la base de son gradient VeX. l'invention peut naturellement
étre appliquée en considérant un indicateur décrivant une fonction décroissante selon le bruit
de reconstruction, I'indicateur étant d’autant plus faible que le bruit de reconstruction est élevé.
L’algorithme d’optimisation tend alors a maximiser I'indicateur, en particulier sur la base de son
gradient. D’'une facon générale, il est préférable que l'indicateur de bruit suive une fonction

monotone de I'amplitude cumulée du bruit de reconstruction sur I'image complexe.

L'invention a été mise en ceuvre, en utilisant la norme de variation totale sur des cellules de type
CHO, acronyme de cellules ovariennes de hamster, baignant dans un milieu de culture CD CHO
(Thermofischer). L’échantillon a été placé dans une chambre fluidique d’épaisseur 100 pm,

disposé a une distance de 8 cm d’une diode électroluminescente, dont la bande spectrale est
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centrée sur 450 nm. L’échantillon est placé a une distance de 1500 um d’un capteur d’'image

CMOS de 2748x3840 pixels .L'ouverture du filtre spatial 18 a un diamétre de 150 um.

La figure 5A représente I'image [, acquise par le capteur d’image 16. Les images du module et
de la phase de I'image complexe de référence A,.f, dans le plan de I'échantillon P;,, sont
respectivement représentées sur les figures 5B et 5C. Ces images ont été obtenues en 100
itérations. L'homogénéité des niveaux de gris entre chaque cellule atteste de la qualité de la
reconstruction. On a appliqué, sur cette image de référence, un opérateur de propagation h tel
que précédemment décrit, de facon a disposer d’une pluralité d’images complexes secondaires
Arer,; selon I'axe de propagation Z. Par ailleurs, sur I'image du module ou sur I'image de la phase
de I'image de référence, on a identifié deux cellules, respectivement entourées par un contour
en tirets noirs (cellule 10b-1) et en pointillés noirs (cellule 10b-2) sur les figures 5B et 5C. Les
coordonnées radiales (x,y) de ces deux cellules ont été extraites. On a formé, pour chaque
cellule, un profil M(z) représentatif du module et un profil ¢(z) représentatif de la phase de
I'onde lumineuse 22 atteignant le capteur d’'image 16. La valeur de chaque point du profil est
respectivement obtenu en déterminant le module et la phase d’'une image complexe secondaire

Ayer , auxdites coordonnées radiales (x, y).

Les figures 5D et 5E représentent respectivement le profil du module et de la phase de la cellule
10b-1. Les figures 5F et 5G représentent respectivement le profil du module et de la phase de la
cellule 10b-2. Chaque profil a été déterminé entre des coordonnées znmin = 552 um et zmax = 2152
pm avec un pas en z de 40 um. Le plan de reconstruction est situé a 1352 um du plan de

détection.

Par ailleurs, on a procédé, suite a ces reconstructions, a une coloration des cellules au bleu
Trypan, puis a leur observation a I'aide d’'un microscope, en utilisant un grossissement x 10. Le
bleu de Trypan est un colorant couramment utilisé pour la détermination de la viabilité
cellulaire. L'image obtenue est montrée sur la figure 5H. La cellule 10b-1 est une cellule vivante,

tandis que la cellule 10b-2 apparait comme étant une cellule morte.

Les profils de module ou de phase des figures 5D et 5E peuvent étre considérés comme
représentatifs d’une cellule CHO vivante, tandis que les figures 5F et 5G peuvent étre considérés
comme représentatifs d’'une cellule CHO morte. La caractérisation de cellules CHO peut étre

réalisée sur la base de tels profils.

Un autre exemple est présenté sur les figures 6A a 6E. Dans ces exemples, I’échantillon comporte

des globules rouges dilués dans une solution aqueuse comportant un tampon PBS (Tampon
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Phosphate Salin) dilué au 1/400. L’échantillon 10 a été placé dans une chambre fluidique 15
d’épaisseur 100 um, disposée a une distance de 8 cm de la diode électroluminescente
précédemment décrite, dont la bande spectrale est centrée sur 450 nm. L'échantillon est placé
a une distance de 1.5 mm du capteur d’image CMOS précédemment décrit. L'ouverture du filtre

spatial 18 s’éléve a 150 um.

La figure 6A représente I'image [, acquise par le capteur d’image. Les images du module et de
la phase de Iimage complexe AX=% reconstruite, dans le plan de I'échantillon P;o, sont
respectivement représentées sur les figures 6B et 6C. Ces images ont été obtenues en 8

itérations.

L'image AX=8 constitue une image de référence Arer, a laquelle I'opérateur de propagation h
précédemment décrit a été appliqué, de facon a disposer d’une pluralité d'images complexes
secondaires A,.r , selon I'axe de propagation Z. Par ailleurs, sur I'image du module ou sur
I'image de la phase de I'image de référence, on a identifié un globule rouge, ce dernier étant
entouré par des pointillés sur chacune de ces images. Les coordonnées radiales (x,y) de ce
globule rouge ont été extraites. A partir des images secondaires A,.f ,, on a formé un profil
M (z) représentatif du module et un profil ¢(z) représentatif de la phase de I'onde lumineuse
22 atteignant le capteur d'image 16. La valeur de chaque point du profil est respectivement
obtenue en déterminant le module et la phase d’une image secondaire auxdites coordonnées
radiales. Les figures 6D et 6E représentent respectivement le profil du module et de la phase du
globule rouge ainsi sélectionné. Le profil a été déterminé entre des coordonnées zmin = 1000 um
et Zmax = 2000 pm avec un pas en z de 5 um. Le plan de reconstruction est situé a 1380 um du

plan de détection, ce qui correspond a I’abscisse 76 sur les figures 6D et 6E.

Cet essai a été réitéré sur la base d’un autre hologramme [, représenté sur la figure 7A. Les
figures 7B et 7C représentent respectivement les images du module et de la phase d’une image
complexe AX=8 reconstruite dans le plan de I'échantillon P, ,, aprés 8 itérations. On a extrait de
ces images des coordonnées radiales (x,y) d’un globule rouge. L'image complexe AX a été
propagée a différentes coordonnées selon I'axe de propagation Z de facon a obtenir autant
d’images secondaires Ay.r, a partir desquelles on a formé un profil M(z) représentatif du
module (figure 7D) et un profil ¢(z) représentatif de la phase (figure 7E) de I'onde lumineuse

22 atteignant le capteur d’image 16.

La figure 8A représente une image I acquise par le capteur d’'image, I'’échantillon observé étant

une émulsion formé de goutelettes d’huile d’adaptation d’indice, dont I'indice de réfraction est
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égal a 1.38 (référence Series AAA n =1.3800 + 0.0002, fabricant Cargille labs) baignant dans un
tampon PBS, acronyme de tampon phosphate salin. La dimension des goutelettes représentées
sur ces images est comprise entre 5 et 9 um. L’échantillon est disposé dans une chambre
fluidique 15 d’épaisseur 100 um, a 8 cm d’un filtre spatial de diametre 150 um disposé en aval
d’une diode électroluminescente émettant dans une bande spectrale centrée autour de 450 nm.
La distance entre I'échantillon et le détecteur est de 1.5 mm. Les images du module et de la
phase de I'image complexe AX=% reconstruite, & partir de I’hologramme I,, dans le plan de
I’échantillon P, sont respectivement représentées sur les figures 8B et 8C. Ces images ont été
obtenues en 8 itérations. Sur chacune de ces images, on a identifié une goutelette, entourée par
un contour en pointillés. Les coordonnées radiales (x, y) de cette goutelette a été extraite. On
a formé un profil M(z) représentatif du module et un profil ¢(z) représentatif de la phase de
I'onde lumineuse 22 atteignant le capteur d’image 16, passant par la goutelette. La valeur de
chaque point du profil est respectivement obtenue en déterminant le module et la phase d’'une
image secondaire auxdites coordonnées radiales. Les figures 8E et 8G représentent
respectivement le profil du module et la phase de I'onde lumineuse 22 atteignant le capteur

d’image 16.

Par ailleurs, on a utilisé, comme image complexe de référence, 'image I, acquise par le capteur
d'image, c’est-a-dire I'hologramme. Cette image a fait 'objet d’une propagation numérique
selon plusieurs coordonnées z, de facon a obtenir des images complexes secondaires, a partir
desquelles on a obtenu les profils du module et de la phase de chaque image complexe
secondaire. Les figures 8D et 8F représentent respectivement le profil du module et de la phase

ainsi obtenus.

Le profil a été déterminé entre des coordonnées zmin = 1000 um et zmax = 2000 pm avec un pas
en z de 5 um. Le plan de reconstruction est situé a 1380 um du plan de détection, ce qui

correspond a I'abscisse 76 sur les figures 8D a 8G.

Ainsi, les figures 8D et 8F sont des profils obtenus en appliquant I'opérateur de propagation h
directement a I’hologramme I, acquis par le détecteur 16, tandis que les figures 8E et 8G sont
des profils obtenus en appliquant I'opérateur de propagation a une image complexe de
référence A,.r mettant en ceuvre le procédé décrit ci-avant a partir dudit hologramme ;. On
observe que les profils formés sur la base d’une propagation de I'image de référence (fig. 8E et

8G) ont une dynamique plus importante que ceux obtenus sur la base d’une propagation de
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I’'hologramme (fig.8D et 8F), ce dernier étant dépourvu d’information pertinente quant a la

phase.

La caractérisation d'une particule peut également permettre une estimation de son volume, et
c'est particulierement le cas de particules sphériques. La figure 9A représente le module d'une
image complexe de référence obtenue a partir d'un échantillon comportant des billes de latex
de diamétres 3 um et 5 um en suspension dans un tampon phosphate salin (PBS). Les billes de
latex sont des billes fournies par DUKE sous les références 4205A (diamétre 5 um) et 4203A
(diameétre 3 um). L'échantillon comporte 19 billes de 3 um et 55 billes de 5 um. L'épaisseur de
I'échantillon est de 100 um. L'échantillon est éclairé dans la bande spectrale bleue, centrée sur
450 nm, définie ci-avant. Sur chaque particule, un opérateur propagation a été appliqué a
I'image complexe de référence, de maniere a obtenir une pile d'images reconstruites. Puis on a
déterminé le profil du module et de la phase de chaque image complexe, le profil passant par le
centre de chaque particule telles qu'elles apparaissent sur la figure 9A. Les figure 9B et 9C
représente respectivement les profils du module et de phase obtenus pour différentes
particules. Les profils tracés en noir et en gris correspondent respectivement aux billes de
diametre 5um et 3um. On observe que les profils forment une signature du volume de chaque
bille. En effet, les profils correspondant a des particules de méme volume décrivent une méme
évolution selon I'axe Z. Il est alors possible de caractériser chaque profil selon un critere
discriminant appliqué au profil, de facon a effectuer une discrimination entre les billes selon leur
volume, ce qui permet également d'effectuer un comptage des billes de méme volume. Le
critére discriminant peut étre un écart entre la valeur maximale du profil et sa valeur minimale,
ou un critére de largeur a mi-hauteur ou un critere de hauteur entre la valeur maximale du profil

et sa valeur minimale.

Afin de tester la reproductibilité de cette méthode, un autre essai a été effectué en utilisant
d'autres billes de latex, en I'occurrence 15 billes de diameétre 3 um et 30 billes de diametre 5 um.
L'échantillon est éclairé dans la bande spectrale verte centrée sur 540 nnm. La figure 9D montre
le module de I'image complexe de référence. Les figures 9E et 9F représentent respectivement
les profils du module et de phase obtenus pour différentes particules, en utilisant le méme code
couleur. On observe a nouveau qu'une classification des billes en fonction de leur volume peut

étre réalisée sur la base des profils d'amplitude ou de phase.

Quel que soit le mode de réalisation le procédé comporte une sélection plusieurs coordonnées

radiales représentatives d’une méme particule, par exemple des coordonnées radiales
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adjacentes correspondant a une méme particule. A partir des images complexes secondaires, le
procédé comporte la détermination d’une grandeur caractéristique a chacune des coordonnées
radiales sélectionnées. On forme ainsi autant de profils, selon I'axe Z, que de coordonnées
sélectionnées. Ces profils, dits profils élémentaires, peuvent étre combinés, par exemple sous la

forme d’une moyenne, de facon a former un profil représentatif de la particule.

Quel que soit le mode de réalisation, I’estimation d’une distance entre le plan de détection P,
et le plan de I'échantillon P,y peut étre nécessaire, notamment lorsque I'image complexe de
référence est formée dans le plan de ce dernier. Cette distance peut étre connue de facon
géométrique, ou peut étre estimée par la mise en ceuvre d’un algorithme d’autofocus, courant

dans le domaine de la reconstruction holographique.

L'invention pourra s’appliquer a [I'observation d’'un échantillon par reconstruction
holographique, I’"hologramme étant obtenu soit par imagerie sans lentille, soit par imagerie
défocalisée. Dans ce cas, I'"hologramme est une image acquise par un capteur d’image, dans un

plan différent du plan de focalisation d’un systéme optique couplé au capteur d’'image.

Elle pourra s’appliquer a la caractérisation d’échantillons dans le domaine des biotechnologies,
du diagnostic, mais également dans le domaine de I'agroalimentaire, ou de I'analyse

d’échantillons prélevés dans I’environnement ou dans des procédés industriels.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de caractérisation d’'une particule (10b) contenue dans un échantillon (10),

comportant les étapes suivantes :

5 a)

b)

10

illumination dudit échantillon a I'aide d’une source de lumiére (11), la source de lumiére
émettant une onde lumineuse incidente (12) se propageant vers I’échantillon (10) selon
un axe de propagation (Z) ;

acquisition, a I'aide d’un capteur d’image (16), d'une image (I,) de I'échantillon (10),
formée dans un plan de détection (P,), I'échantillon étant disposé entre la source de
lumiére (11) et le capteur d’image (16), I'image étant représentative d’une onde

lumineuse (22) transmise par I’échantillon sous I'effet de ladite illumination ;

le procédé étant caractérisé en ce qu’il comprend également les étapes suivantes :

c)
15

d)

e)
20
25

f)
30

g)

application d’'un opérateur de propagation (k) a I'image acquise (I,) lors de I'étape b),
de fagon a calculer une image complexe (4,..¢), dite image de référence, représentative
de I'échantillon, dans un plan de reconstruction (F,, Py) ;
sélection d’une position radiale (x, y) de ladite particule dans un plan paralléle au plan
de détection (Py) ;
a partir de l'image complexe de référence (A,.r) calculée lors de I'étape c),
détermination d’au moins une grandeur caractéristique (M, ¢, k) de I'onde lumineuse
(22) transmise par I’échantillon, a une pluralité de distances du plan de détection (P,)
ou du plan de reconstruction (P,), I'étape e) comportant :
I'application d’'un opérateur de propagation (h) a I'image complexe de référence
(Arer), de facon a calculer des images complexes dites secondaires (Aresz) selon
une pluralité de distances du plan de reconstruction (P,) ou du plan de détection
(Po);
la détermination d’une grandeur caractéristique (M, ¢, k) de 'onde lumineuse (22)
transmise par I’échantillon (10) a chacune desdites distances, a partir des images
complexe secondaire (Aref,z);
formation d’un profil (M(2),p(2),k(z)), représentant I'évolution de la grandeur
caractéristique déterminée lors de I'étape e) selon un axe parallele a I'axe de
propagation (Z) et passant par la position radiale (x, y) sélectionnée lors de I'étape d);

caractérisation de la particule en fonction du profil formé lors de I'étape f).
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2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel chaque grandeur caractéristique (M, ¢, k) est

déterminée a partir du module ou de I'argument d’une image complexe secondaire (A,f ;).

3. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel Ia

caractérisation est effectuée en comparant le profil formé lors de I'étape f) a des profils étalons

déterminés au cours d’une phase d’apprentissage.

4. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel lors de I'étape d), la

position radiale de chaque particule (x, y) est sélectionnée a I'aide de I'image acquise (I,) lors

de I’étape b) ou a I'aide de I'image complexe de référence (Aresz) calculée lors de I'étape c).

5. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel aucune optique

de grossissement n’est disposée entre I'échantillon (10) et le capteur d’image (16).

6. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel :

- I'étape d) comporte une sélection d’une pluralité de coordonnées radiales
représentatives d’'une méme particule ;

- I’étape f) comporte une formation d’une pluralité de profils, dits profils élémentaires,
a chaque coordonnée radiale sélectionnée, et la combinaison desdits profils de fagon a

former un profil représentatif de ladite particule.

7. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel lors de I'étape

c), le calcul de I'image complexe de référence comporte les sous-étapes suivantes :

i)

ii)

définition d’'une image initiale de I’échantillon (A'ézo) dans le plan de détection, a partir
de I'image (/,) acquise par le capteur d’image ;

détermination d’une image complexe de ['échantillon (A’Z‘) dans un plan de
reconstruction (P,) en appliquant un opérateur de propagation a I'image initiale de
I’échantillon (A'ézl) définie lors de la sous-étape i) ou a I'image de I’échantillon (A'é_l),
dans le plan de détection, résultant de I'itération précédente (k — 1);

calcul d’un indicateur de bruit (€¥) a partir de I'image complexe (A’Z‘) déterminée lors
de la sous-étape ii), cet indicateur de bruit dépendant d’un bruit de reconstruction
affectant ladite image complexe (A’Z‘) ;

mise a jour de I'image de I’échantillon (A’g) dans le plan de détection(P,) par un

ajustement de valeurs de phase ((plg(x,y)) des pixels de ladite image, I'ajustement
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étant réalisé en fonction d’une variation de I'indicateur calculé lors de la sous-étape
iii) selon lesdites valeurs de phase ;

v) réitération des sous-étapes ii) a iv) jusqu’a I'atteinte d’un critére de convergence, de
facon a obtenir une image complexe de référence de I’échantillon (10) dans le plan

détection (P,), ou dans le plan de reconstruction (F,).

8. Procédé selon la revendication 7, dans lequel la sous-étape iii), comporte :
- pourdifférents pixels (x, y), le calcul d’'une grandeur (e*(x, y)) associée a chaque pixel,
en fonction de la valeur de I'image complexe (A’Z‘) déterminée lors de la sous-étape ii)
audit pixel, ou d’'une dérivée dimensionnelle de ladite image complexe audit pixel ;

- la combinaison des grandeurs (ek(x, y)) associées en différents pixels (x,y), de fagon

a obtenir I'indicateur de bruit ().

9. Procédé selon la revendication 8 dans lequel I'indicateur de bruit (€¥) est une norme d’ordre

inférieur ou égal a 1 calculée a partir des grandeurs €*(x, y) associées a chaque pixel.

10. Procédé selon I'une quelconque des revendications 8 ou 9, dans lequel lors de la sous-étape
iii), la grandeur (ek(x, y)) associée a chaque pixel (x, y) est calculée a partir du module d’une

dérivée dimensionnelle, audit pixel, de I'image complexe (A’Z‘) déterminée lors de la sous-étape

ii).

11. Procédé selon I'une quelconque des revendications 8ou 9 dans lequel :

— lors de la sous-étape i), I'image initiale de I’échantillon (A{§=1) est définie par une
normalisation de I'image (/,) acquise par le capteur d'image (16) par une image (/;;)
représentative de 'onde lumineuse (12) émise par la source de lumiére ;

— lors de la sous-étape iii), la grandeur (ek(x,y)) associée a chaque pixel est calculée en
fonction de la valeur de I'image complexe (A’Z‘) déterminée lors de la sous-étape ii), audit

pixel, soustraite d’'un nombre strictement positif, notamment le nombre 1.

12. Procédé selon I'une quelconque des revendications 7 a 11, dans lequel lors de la sous-étape
iv), I'ajustement de la valeur de la phase de chaque pixel est réalisé en constituant un vecteur,
dit vecteur de phase ((p’é), dont chaque terme correspond a la valeur de la phase
(@K (x,¥)) d’un pixel de I'image de I'’échantillon dans le plan de détection (P,), ce vecteur étant
mis a jour, au cours de chaque itération, de facon soit a minimiser, soit a maximiser l'indicateur
de bruit (€¥) calculé lors de la sous-étape iii), en se basant sur un gradient (Ve*) de I'indicateur

de bruit (€¥) selon chaque terme dudit vecteur de phase.
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13. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel la particule

est choisie parmi : une cellule, un microorganisme, une microbille, un exosome, une goutelette

d’une émulsion, un noyau cellulaire, un débris cellulaire.

14. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel Ia

caractérisation est :

une classification de la particule parmi une pluralité de classes de particules
prédéterminées ;

ou une détermination d'un état de la particule, parmi une pluralité d’'états
prédéterminés ;

ou une estimation d’un paramétre géométrique de la particule ;

ou une estimation d’'un parametre optique de la particule.

15. Dispositif pour la caractérisation d’'une particule contenue dans un échantillon, le dispositif

comportant :

une source de lumiére (11) apte a émettre une onde lumineuse incidente (12) se
propageant vers I"échantillon (10) ;

un capteur d'image (16) ;

un support (10s), configuré pour maintenir I’échantillon (10) entre ladite source de
lumiére (11) et un capteur d’'image (16) ;

un processeur (20), configuré pour recevoir une image de I'échantillon acquise par le
capteur d’image (16) et a mettre en ceuvre les étapes c) a f) du procédé objet de I'une

quelconque des revendications 1 a 14.



WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

<D

\\

24

—1 \II \ ]
20 22



WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

k=1 = \\ N \.: \
Ao §\\ 2R

\
» RS

4

A

P& (x,7)

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,




WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

3/8

N
N Aref,zmax
| a h k
< ref,z >‘“ Aref <--- Az
%
Aref,zmin \h \\ k
f J N \\\ €
oo () AN
AN
r D N
A§(x,Y) 0§ (x,)
7 Y
|
«---- Iz
]
|
:
Iy




WO 2017/178723 T/FR2017/050672
INERY \gsg\ A §
\
. .




WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

..........................................................................................................................................

..........................................................................




WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

LR R

v .. o
st

DD
SR
i RN
ot
oY i




WO 2017/178723 PCT/FR2017/050672

Fig. 88  Fig. 8C

SEIRENE:

N RS T

PSSR

-----------

.............................................................................



PCT/FR2017/050672

WO 2017/178723

8/8




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/FR2017/050672

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. GO3H1/04 GO3H1/08
ADD.

GOIN21/45

GOIN15/14

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

GOIN GO3H

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X PATRIK LANGEHANENBERG ET AL:

microscopy",
3D RESEARCH,

XP055053319,

DOI: 10.1007/3DRes.01(2011)4
paragraphs [0002], [0003],
[0008]; figures 1-8

"Autofocusing in digital holographic

vol. 2, no. 1, 1 March 2011 (2011-03-01),

[0004],

_/__

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

"E" earlier application or patent but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

"P" document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

8 June 2017

Date of mailing of the international search report

23/06/2017

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Noirard, Pierre

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/FR2017/050672

C(Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X

X,P

POHER V; ALLIER C P; COUTARD J G; HERVE L;
DINTEN J M: "Lensfree in-line holographic
detection of bacteria",

SPIE, PO BOX 10 BELLINGHAM WA 98227-0010,
USA,

vol. 8086, 22 May 2011 (2011-05-22), pages
808619-1-808619-7, XP040561081,

DOI: 10.1117/12.889324

the whole document

NING WU ET AL: "Three-Dimensional
Identification of Microorganisms Using a
Digital Holographic Microscope",
COMPUTATIONAL AND MATHEMATICAL METHODS IN
MEDICINE,

vol. 220, no. 4598,

1 January 2013 (2013-01-01), pages 671-6,
XP055327282,

ISSN: 1748-670X, DOI: 10.1155/2012/101536
paragraphs [0002], [0003]; figures 1-6
WO 20167024027 Al (IMEC VZW [BE]; UNIV
LEUVEN KATH [BE])

18 February 2016 (2016-02-18)

pages 9-17

US 20147327944 A1 (NAIDOO THEGARAN [ZA] ET
AL) 6 November 2014 (2014-11-06)

paragraph [0078] - paragraph [0161]

WO 2016/151248 Al (COMMISSARIAT A
L'ENERGIE ATOMIQUE ET AUX ENERGIES
ALTERNATIVES [FR]; H)

29 September 2016 (2016-09-29)

the whole document

1,2,5,
13-15

1-3,6,
13-15

1-15

1-15

1-15

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/FR2017/050672
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 2016024027 Al 18-02-2016  EP 2985719 Al 17-02-2016
EP 3180738 Al 21-06-2017
WO 2016024027 Al 18-02-2016
US 2014327944 Al 06-11-2014 CN 104115074 A 22-10-2014
CN 104115075 A 22-10-2014
EP 2786212 Al 08-10-2014
EP 2786213 Al 08-10-2014
JP 2015505983 A 26-02-2015
JP 2015505984 A 26-02-2015
MX 336678 B 27-01-2016
US 2014327944 Al 06-11-2014
US 2014365161 Al 11-12-2014
WO 2013080163 Al 06-06-2013
WO 2013080164 Al 06-06-2013
WO 2016151248 Al 29-09-2016 FR 3034196 Al 30-09-2016
WO 2016151248 Al 29-09-2016

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demande internationale n°

PCT/FR2017/050672

A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE

INV. GO3H1/04 GO3H1/08
ADD.

GOIN21/45

GOIN15/14

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

GOIN GO3H

Documentation minimale consultée (systéme de classification suivi des symboles de classement)

recherche

Documentation consultée autre que la documentation minimale dans la mesure ot ces documents relévent des domaines sur lesquels a porté la

recherche utilisés)

EPO-Internal

Base de données électronique consultée au cours de la recherche internationale (nom de la base de données, et si cela est réalisable, termes de

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie” | Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents

no. des revendications visées

X PATRIK LANGEHANENBERG ET AL:

microscopy",
3D RESEARCH,

XP055053319,

DOI: 10.1007/3DRes.01(2011)4
alinéas [0002], [0003],
figures 1-8

"Autofocusing in digital holographic

vol. 2, no. 1, 1 mars 2011 (2011-03-01),

[0004],

[0008] ;

_/__

Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents

Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

* Catégories spéciales de documents cités:

"A" document définissant I'état général de la technique, non
considéré comme particuliérement pertinent

"E" document antérieur, mais publié a la date de dép6ét international
ou aprés cette date

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer la date de publication d'une
autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiquée)

"O" document se référant a une divulgation orale, a un usage, a
une exposition ou tous autres moyens

"P" document publié avant la date de dépét international, mais
postérieurement a la date de priorité revendiquée

"T" document ultérieur publié aprés la date de dépét international ou la
date de priorité et n'appartenenant pas a I'état de la
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base de l'invention

"X" document particulierement pertinent; l'invention revendiquée ne peut
étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

"Y" document particulierement pertinent; l'invention revendiquée
ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le document est associé a un ou plusieurs autres
documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
pour une personne du métier

"&" document qui fait partie de la méme famille de brevets

Date a laquelle la recherche internationale a été effectivement achevée

8 juin 2017

Date d'expédition du présent rapport de recherche internationale

23/06/2017

Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Nom et adresse postale de I'administration chargée de la recherche internationale

Fonctionnaire autorisé

Noirard, Pierre

Formulaire PCT/ISA/210 (deuxiéme feuille) (avril 2005)

page 1 de 2




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demande internationale n°

PCT/FR2017/050672

C(suite). DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie*

Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents no. des revendications visées

X

X,P

POHER V; ALLIER C P; COUTARD J G; HERVE L;
DINTEN J M: "Lensfree in-line holographic
detection of bacteria",

SPIE, PO BOX 10 BELLINGHAM WA 98227-0010,
USA,

vol. 8086, 22 mai 2011 (2011-05-22), pages
808619-1-808619-7, XP040561081,

DOI: 10.1117/12.889324

le document en entier

NING WU ET AL: "Three-Dimensional
Identification of Microorganisms Using a
Digital Holographic Microscope",
COMPUTATIONAL AND MATHEMATICAL METHODS IN
MEDICINE,

vol. 220, no. 4598,

1 janvier 2013 (2013-01-01), pages 671-6,
XP055327282,

ISSN: 1748-670X, DOI: 10.1155/2012/101536
alinéas [0002], [0003]; figures 1-6

WO 20167024027 Al (IMEC VZW [BE]; UNIV
LEUVEN KATH [BE])

18 février 2016 (2016-02-18)

pages 9-17

US 20147327944 A1 (NAIDOO THEGARAN [ZA] ET
AL) 6 novembre 2014 (2014-11-06)

alinéa [0078] - alinéa [0161]

WO 2016/151248 Al (COMMISSARIAT A
L'ENERGIE ATOMIQUE ET AUX ENERGIES
ALTERNATIVES [FR]; H)

29 septembre 2016 (2016-09-29)

le document en entier

1,2,5,
13-15

1-3,6,
13-15

1-15

1-15

1-15

Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la deuxiéme feuille) (avril 2005)

page 2 de 2




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renseighements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande internationale n°

PCT/FR2017/050672
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
WO 2016024027 Al 18-02-2016  EP 2985719 Al 17-02-2016
EP 3180738 Al 21-06-2017
WO 2016024027 Al 18-02-2016
US 2014327944 Al 06-11-2014 CN 104115074 A 22-10-2014
CN 104115075 A 22-10-2014
EP 2786212 Al 08-10-2014
EP 2786213 Al 08-10-2014
JP 2015505983 A 26-02-2015
JP 2015505984 A 26-02-2015
MX 336678 B 27-01-2016
US 2014327944 Al 06-11-2014
US 2014365161 Al 11-12-2014
WO 2013080163 Al 06-06-2013
WO 2013080164 Al 06-06-2013
WO 2016151248 Al 29-09-2016 FR 3034196 Al 30-09-2016
WO 2016151248 Al 29-09-2016

Formulaire PCT/ISA/210 (annexe familles de brevets) (avril 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - front-page
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - description
	Page 33 - claims
	Page 34 - claims
	Page 35 - claims
	Page 36 - claims
	Page 37 - drawings
	Page 38 - drawings
	Page 39 - drawings
	Page 40 - drawings
	Page 41 - drawings
	Page 42 - drawings
	Page 43 - drawings
	Page 44 - drawings
	Page 45 - wo-search-report
	Page 46 - wo-search-report
	Page 47 - wo-search-report
	Page 48 - wo-search-report
	Page 49 - wo-search-report
	Page 50 - wo-search-report

