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RESUMEN.

Presentamos un sistema automatico de rastreo simultaneo de micro-particulas disefiado para
adquirir y procesar informacion relacionada al desplazamiento tridimensional de células rapidas
al nado libre. Nuestro sistema de adquisicion usa un dispositivo piezoeléctrico (montado en un
microscopio 6ptico) para hacer oscilar el plano focal de un objetivo de larga distancia de trabajo
en el interior de una muestra bioldgica (a lo largo de 250 um). Mientras tanto, una camara
rapida adquiere grupos de imagenes que registran la informacion 3D+t de la dinamica celular
dentro de la muestra. En la primera parte de este trabajo mostramos algunas de las
caracteristicas basicas de nuestro sistema experimental, la estimacion del error asociado y las
correcciones que implementamos. En la segunda fase describimos el procedimiento para el
procesamiento de la informacion obtenida en la etapa previa. Parte fundamental de esta etapa
es una novedosa técnica de segmentacion que aprovecha el cambio sistematico en la
apariencia de las células que ocurre como resultado de sus propiedades traslucidas y su
interaccion con luz. Esta caracteristica permite discriminar efectivamente entre células y
artefactos (con equivalente tamafio y forma) presentes en la muestra bioldgica, por ejemplo
polvo o brillos. La eficiencia del proceso de segmentacion es muy alta, lo que simplifica
notablemente el rastreo. Evaluamos el funcionamiento global de nuestro sistema aplicandolo al
rastreo de espermatozoides de erizo marino, células de nado rapido.

1. INTRODUCCION.

Un aspecto comun en los sistemas bioldgicos es la gran cantidad de factores que afectan el
desarrollo de un proceso. Particularmente compleja, la motilidad celular es un evento regulado
por multiples variables, dentro de las cuales, una de las mas importantes es el ambiente
quimico en el que nada la célula. Al respecto, en las ultimas décadas han existido importantes
esfuerzos orientados a estudiar la forma en que diferentes células o microorganismos
interpretan las condiciones quimicas de su entorno y los mecanismos celulares que traducen
las sefales internas en movimiento. Por ejemplo, en eventos como fecundacion, bio-
remediacion, entre muchos otros [1-4]. En este contexto, resulta muy relevante desarrollar
métodos de adquisicion y analisis de datos que permitan estudiar estadisticamente los efectos
del ambiente quimico en la motilidad celular. Al respecto, el estado del arte en rastreo de
microorganismos o células al nado libre ha evolucionado notablemente, desde el sistema
propuesto por H. Berg en 1960 para seguir el nado 3D de una bacteria de E. Coli ( vel. de 100
mm/s aprox.) [5], hasta trabajos como el de Wu et al, donde a partir de imagenes 2D y usando
algoritmos de enfoque, reconstruyen el nado simultdneo de varias bacterias (E. Coli ) en
volumenes de 60 um de profundidad [6]. Otro ejemplo es el trabajo de Sheng et al donde usan
holografia digital para registrar el nado simultaneo de dinoflagelados, microorganismos rapidos
(250 um/s aprox.) [7]. Pese a sus ventajas, estas propuestas presentan algunas restricciones;
poca profundida de rastreo y oclusiones en el caso de Wu o el uso de fuentes de luz coherente
y alto costo computacional para decodificar patrones de interferencia en el caso de Sheng. En
este contexto describimos un eficiente sistema automatizado de adquisicion y analisis de
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imagenes capaz de proporcionar informacion cuantitativa de las trayectorias descritas por
ceélulas moviles en una gran variedad de condiciones experimentales.

2. SISTEMA EXPERIMENTAL

El principio del sistema experimental se basa en el trabajo de Corkidi et al [8]; consiste en
hacer oscilar el plano focal del objetivo de un microscopio al interior de la muestra bioldgica y al
mismo tiempo, usando una camara rapida, registrar la informacion en una secuencia de
imagenes (ver Fig. 1). El movimiento del plano focal se controla usando un dispositivo
piezoeléctrico P-725 (Physik Instruments, MA, USA) que se monta entre un objetivo de larga
distancia de trabajo (40X 0.60 AN Olympus Ph 2 FL N) y un microscopio (Olympus IX71). El
piezoeléctrico se controla por un nano-posicionador E-501 que, dirigido por un generador de
ondas y amplificador E-505 (Physik Instruments, MA, USA), reproduce una sefal triangular de
250 [Im en amplitud y 30 Hz en frecuencia. Simultaneamente, una camara rapida (Motion-Pro
HS4, RedLake, AZ, USA) de 4 Gigabytes en RAM adquiere 16380 imagenes TIFF de 512x512
pixeles a una tasa de 2000 cuadros por segundo (durante 8.19 segundos).

1/30 segundos

33 abajo

Tiempo

Fig. 1. Esquema del principio de la adquisicion de datos usado para registrar la informacién del
desplazamiento 3D de las células. La frecuencia de oscilacion del piezoeléctrico (30 Hz) y la frecuencia de
adquisicién de la camara (2000 cps.) se ajustan para asegurarse que entre dos barridos sucesivos, cada
espermatozoide (etiquetas S1 y S2) permanezca en una vecindad menor a dos veces la longitud de su

cuerpo (4 um).

El experimento incluye un modulo de control (Warner Instruments TCM/CL-100) para preservar
la temperatura de la muestra biologica. Para aislar la muestra de las vibraciones del
piezoeléctrico (y externas), el recipiente que la contiene se coloca por una estructura
independiente al microscopio, estructura que se monta en una mesa optica (TMC) como se
muestra en la Fig. 2. Pese al montaje rigido, la vibracién real de el piezoeléctrico incluye
componentes paralelas al plano focal que, cuando se transmiten al objetivo, contaminan las
trayectorias de las células con desplazamientos laterales. Hemos medido estas componentes
utilizando una referencia especial: un micro-orificio perforado en una lamina de aluminio.
Cuando la luz pasa por el orificio, forma un punto blanco cuyo centro de masa puede rastrearse
a lo largo de toda la oscilacion (diafragma abierto para mayor profundidad de campo).
Rastreando este objeto determinamos el movimiento real del piezoeléctrico, la curva que lo
describe es la que presentamos en la Fig. 3.
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Fig. 2. Sistema de adquisicion de imagenes. El dispositivo piezoeléctrico, controlado por un generador de
ondas desplaza el plano focal de un objetivo de larga distancia de trabajo dentro de una muestra
biologica. El sistema estd montado en una mesa 6ptica que lo aisla de las vibraciones externas y absorbe
la energia mecanica del dispositivo piezoeléctrico.

Usando la informacién de esta curva es posible sustraer los movimientos artificiales en el
desplazamiento de las células [9]. Un segundo aspecto a resolver consiste en corregir
pequefios corrimientos de fase no acumulativos pero sistematicos que el piezoeléctrico posee
respecto al movimiento ideal. Para conseguirlo usamos un criterio de correlacion que identifica
la fase real del piezoeléctrico después de cada ciclo (Fig. 2): ubicamos la imagen i
correspondiente al fondo de la primer secuencia, recorremos T imagenes (donde T es el
periodo) y en una vecindad i+T, buscamos la imagen que mejor correlacione con la denotada
por i. El resultado es que hallaremos un nuevo indice que denota ubicacion del fondo. Iterando
este proceso e interpolando una curva promedio entre el inicio y fin de cada ciclo, obtenemos
una serie de tiempo que, dado el numero de imagen, proporciona la posicion en profundidad Z
a la que fue adquirida.

Z(pm)

Y (um) 5 —

Fig. 3. Curva tridimensional que corresponde al desplazamiento promedio en X-Y-Z descrito por el

piezoeléctrico a lo largo de un ciclo de 30 Hz y 250 um en amplitud. Esta trayectoria se obtiene
rastreando el centro de masa de un micro-orificio en una lamina (para detalles ver [9]).
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3. SEGMENTACION DE CELULAS.

El sistema experimental involucra dos diferentes escalas de tiempo; la primera (t;), definida por
el periodo del piezoeléctrico (1/30 segundos), se relaciona con el tiempo en el que se realiza el
muestreo del micro-volumen y la segunda (t,) asociada al tiempo entre la adquisicion de dos
cuadros consecutivos (1/2000 segundos). Analizando series de imagenes realizamos una
importante observacion: en la escala t, la apariencia de las células siguen un patrén de cambios
sistematico. Dado que en la escala t, la célula permanece practicamente estatica concluimos
que el cambio en la apariencia esta asociado a la posicion relativa del observador respecto al
objeto (ver Fig. 4.a.i y Fig. 4.a.ii). Conforme el plano focal se aproxima a la célula, el
espermatozoide pasa de ser un punto obscuro rodeado de un anillo blanco a ser un punto
brillante rodeado de un anillo negro Fig. 4.b. Esta inversién de contraste es caracteristica de
estructuras translicidas que funcionan como cavidades resonantes cuando se exponen a
fuentes de luz [10] y no ocurre en artefactos como polvo etc, (Fig. 4.c).

z(t)

4

(@ (i)

" (a)

Fig. 4. Esquema y patrdn real de los cambios de apariencia exhibidos por la célula en la escala de tiempo
t2. (a): i. Mientras el piezoeléctrico barre el micro-volumen, la posicién del observador cambia respecto a
la célula que permanece practicamente estatica. ii. Proyecciones de un espermatozoide en las imagenes
2D (planos focales) de la secuencia muestreada. (b) Secuencia de imagenes experimentales que ilustran
la evolucion de la apariencia de una célula a lo largo de un muestreo en la profundidad. (c) Secuencia de
muestreo para un artefacto (polvo), obsérvese como el artefacto no presenta la inversién de contraste del
caso anterior. El orden de la secuencia se denota por las etiquetas.

Usando esta singularidad hemos planteado un método de segmentacién que reconoce el
patrén de inversion de contraste exhibido por las células [11], para ello, construimos una
secuencia de inversion de contraste promedio (Fig. 5). Usando esta secuencia, el
procedimiento de segmentacion propuesto es:

1. Pre-proceso de la secuencia de video, donde se elimina el fondo y se realza el
contraste de las células.

2. Segmentacion por umbrales multinivel para crear una lista preliminar de objetos
brillantes y oscuros relativo al fondo.

3. Construimos mascaras promedio para células con apariencia oscura y otra para
células en etapa brillante, calculamos la correlacion entre estas mascaras y la lista
preliminar del paso 2, preservando los objetos brillantes y oscuros con apariencia y
tamafio similar al de las células.

4. La salida del paso tres se somete a un algoritmo que usando criterios de vecindad entre
detecciones, busca las transiciones de contraste que distinguen a las células.
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La salida final esta formada por todas las detecciones que forman parte del patron de inversion
de contraste, esto es, alrededor de 15 detecciones por célula.

4. RESULTADOS

Adquirimos y analizamos datos experimentales del nado del espermatozoide de erizo marino
(L. Pictus) obteniendo resultados como el que se muestra en la Fig. 6, que ilustra la salida del
algoritmo de segmentacion contrastada contra la clasificacion de un experto. Para evaluar la
eficiencia de nuestro algoritmo, iteramos este procedimiento en una secuencia de 100
imagenes y obtenemos los resultados que se muestran en la Fig. 7. A partir de ellos y usando
las expresiones descritas en las ecuaciones 1 y 2, calculamos la eficiencia (PPV y NPV) de
nuestro detector de células (Fig. 7) [12].

(b) " e (d)

Fig. 5. (a) Mascara tridimensional correspondiente a la evolucién en la apariencia de las células relativa al
plano focal de muestreo. (b) Corte AA” tomada de la mascara 3D anterior, obsérvese que el perfil 2D
exhibe claramente el patrén de inversién anillo claro/ centro oscuro hacia anillo oscuro/centro blanco.
Corte AA” tomado de la mascara 3D correspondiente a un artefacto (c) y objeto brillante (d).

PPV =TP/(TP + FP) (1),
NPV =TN/(IN + FN) (2).

Donde, TP corresponde a fracciones (secciones) de células correctamente clasificadas (Fig. 4),
TN corresponde a fracciones de artefactos correctamente clasificados, FP fracciones de
artefactos mal clasificados y FN fracciones de células mal clasificadas.
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Fig. 6. Etapas de la segmentacion. (a) Imagen Original con tres clases de objetos. Artefactos fijos (flechas
rojas), células (flechas verdes) y artefactos con apariencia variable (flechas azules). (b) Imagen después
de eliminar fondo y artefactos fijos. El experto etiqueta artefactos (hexagonos azules) y células (cuadros
verdes). (c) Detecciones que presentan inversion de contraste. (d) Segmentacién automatica de células
(cuadros verdes), artefactos con apariencia variable (hexagonos azules), falsas células (circulos rojos) y
células no detectadas (cuadros rojos).

PPV e 1-PPV 1-NPV —
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Fig. 7. Evolucion de los parametros asociados a la clasificacion de células a través de la secuencia
definida en el algoritmo de segmentacion. Para cada etapa la grafica muestra la probabilidad de una
correcta clasificacion (PPV), la probabilidad de clasificar incorrectamente un artefacto (1-PPV) y la
probabilidad de clasificar incorrectamente una célula (1-NPV).

En la parte final del algoritmo, el parametro PPV alcanza un valor de 0.98, lo que significa que
de cada 100 detecciones clasificadas como fracciones pertenecientes a células, 98 seran
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acertadas y solo 2 seran erroneas. Esta alta sensibilidad tiene un coste; perder 15 de cada 100
detecciones, sin embargo, como ya mencionamos, cada célula tiene multiples detecciones
asociadas (Fig.4.a), por tanto, aunque se pierdan algunas de ellas, la célula aun puede
detectarse. En términos del rastreo, el beneficio de una excelente eficiencia se puede apreciar
en la Fig. 8 que muestra la salida de cada etapa de la segmentaciéon en un espacio 3D.
Observamos que el nimero de detecciones disminuye secuencialmente hasta que al final
practicamente solo quedan secciones de células (moéviles o muertas). En esta situacion el
rastreo se simplifica significativamente, y es posible realizarlo mediante un algoritmo que
asocia detecciones basado en criterios de desplazamiento espacio-temporal minimo (Fig. 8.d).
El algoritmo incluye criterios de maximo desplazamiento que evitan que se incluyan
movimientos fisicamente imposibles en las trayectorias.

4. CONCLUSIONES

Desarrollamos un novedoso y eficiente sistema de adquisicion y analisis de datos orientado al
rastreo 3D de células. El algoritmo de segmentacion propuesto se basa en informacion
asociada al patron de difraccion de la celula y permite identificar eficientemente esta clase de
estructuras traslucidas en un ambiente ruidoso. Por sus caracteristicas el algoritmo es aplicable
incluso en datos generados por sistemas de adquisicion distintos, por ejemplo, los basados en
holografia digital. Comparado con los sistemas reportados, nuestra propuesta permite explorar
condiciones experimentales mas diversas y reduce los costes computacionales, factores
indispensables para el estudio estadistico de los movimientos de las céluas o microorganismos.
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