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Resumen

Se aplica un grupo de técnicas de procesamiento digital de imégenes,
ideadas o modificadas para esta situacion especifica, a mediciones de materia
activa en canales microfluidicos; estas son empleadas para estudiar las pro-
piedades del flujo establecido en una celda microfluidica real asi como para
evaluar cuantitativamente un nuevo fenémeno de rompimiento de simetria
en micro-flujos de bacterias.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Materia activa

La actividad cientifica en el campo que se conoce como materia activa ha
despertado un gran interés en los ultimos anos. Un creciente nimero de in-
vestigadores de la fisica esta tomando parte en estas pesquisas con resultados
muy favorables. Un area en que esto es especialmente cierto es la relacionada
con la motilidad (o natacion) de bacterias, donde la formacién en biofisica y
las habilidades en el procesamiento digital de imagenes son particularmente
utiles.

Existen avances significativos en esta area con amplias perspectivas de
aplicacion. Entre ellos los méas destacados estan relacionados con el trasporte
bacteriano en la propagacién de infecciones patégenas [3, 10, 17] ya sea en
el tracto urinario (p.e. pielonefritis), en pacientes con catéter o para la con-
taminacion de fuentes de agua potable, por solo citar algunos. La formacion
de biocapas bacterianas [1, 8, 11, 12, 15] tiene potenciales aplicaciones tec-
noldgicas de importancia y por tanto recibe una gran atencién investigativa.
Algunos trabajos de motilidad bacteriana permiten concebir dispositivos ca-
paces de clasificar bacterias segun ciertos criterios sin necesidad de emplear
complicados dispositivos de bombeo externo, valvulas o gradientes quimicos
para dirigir el movimiento de las bacterias. Esto constituye, quiza, el pri-
mer paso en la construcciéon de micro dispositivos para ensayos bioldgicos o
biosensores.

Una herramienta universalmente utilizada para la cuantificacion de la
motilidad en la materia activa es el procesamiento digital de imagenes (PDI).
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1.2. Procesamiento digital de imagenes

El procesamiento digital de imagenes es un tema apasionante desde varios
puntos de vista. Se trata de una herramienta multidisciplinaria por natura-
leza. En la captura de una imagen intervienen diversos procesos fisicos y
electrénicos [5, 6] que deben ser comprendidos para la correcta interpreta-
cion de la imagen y los resultados que eventualmente se obtengan a partir
de su tratamiento. La imagen digital capturada debe entonces ser procesada
por una computadora para extraer las magnitudes de interés. En estos dos
procesos estan involucradas muchas disciplinas; desde la fisica del estado s6-
lido, 6ptica, dispositivos electrénicos, electronica digital y analégica hasta la
programacion y el diseno de algoritmos pasando por el andlisis matematico
y el algebra [4, 5, 6].

Por otra parte, el procesamiento de imégenes estd muy cercanamente
relacionado con otros campos, entre los cuales, uno de los mas significativos es
el reconocimiento de patrones. Son herramientas utiles para el procesamiento
de imagenes las redes neurales y todo tipo de forma de inteligencia artificial.

Las aplicaciones son muy variadas tanto en la industria como en la acade-
mia [7]. Numerosas son las lineas de produccion controladas casi totalmente
por sistemas de vision por computadoras o los sistemas automatizados de con-
trol de calidad basados en procesamiento de imagenes. Una de las aplicaciones
industriales mas notables es probablemente en los sistemas automaticos de
control de tréfico.

Para la ciencia, las bondades del procesamiento digital de iméagenes re-
sultan muy atractivas, principalmente como herramienta de medicion. La
posibilidad de realizar observaciones a intervalos regulares con muy alta o
muy baja frecuencia y de forma automatica o la habilidad de manejar gran-
des volumenes de datos muy rapidamente, todo ello con una intervencién
minima sobre el sistema de interés son sélo algunas de sus ventajas.

Los avances en los tltimos tiempos de las tecnologias de adquisicion de
imagenes y de los dispositivos semiconductores en general, han hecho que es-
tos sistemas estén al alcance de cualquier laboratorio. Hoy es posible realizar
mediciones de gran calidad con sistemas de adquisiciéon y computadoras de
proposito general.

Todo lo mencionado antes hace de esta una herramienta ideal para ser
aplicada al caso especifico de la materia activa y particularmente en estudios
de motilidad bacteriana.

En este trabajo todas las operaciones de tratamiento de iméagenes se han
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realizado con el apoyo de ImagelJ [13], un software para el procesamiento de
imégenes de dominio publico (software libre) basado en Java.

1.3. Objetivos

La microfluidica es un campo multidisciplinario con amplias perspectivas
de aplicacion en la microbiologia, sensores y actuadores [18]. La fisica del
mundo de la microfluidica se caracteriza por el dominio de los efectos de
tension superficial y un muy bajo ntimero de Reynolds, lo que trae como
consecuencia la aparicién de flujos laminares.

El objetivo general de esta tesis consiste en ganar familiaridad con la
fisica de la materia activa y de la micro-fluidez, al mismo tiempo que ganar
experiencia con las técnicas de procesamiento de imagenes especificas de estos
dos campos. Los objetivos especificos se pueden formular asi:

= Abordar la creacion de métodos de procesamiento de imagenes para el
analisis de flujos en celdas microfluidicas.

= Combinar estos resultados con las ecuaciones de hidrodinamica para
“reconstruir” el flujo en una celda microfluidica real.

» Utilizar los resultados derivados de lo antes mencionado para investigar
nuevos fendémenos en un escenario concreto de materia activa: los micro-
flujos bacterianos.
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Materiales y métodos

2.1. Montaje experimental

2.1.1. Celda microfluidica

La celda microfluidica ha sido construida mediante la deposicién de una
capa de un polimero transparente llamado polidimetilzilosano (PDMS) de
unos 7mm de espesor, sobre una lamina de vidrio. Mediante un proceso de
fotolitografia se ha creado, dentro de la capa de PDMS, un canal con seccién
transversal rectangular (~ 200um de ancho y 20pum de altura) y una longitud
de lcm aproximadamente. Este canal posee, ademas, un estrechamiento en
su centro hasta aproximadamente 45um en la direccién del ancho, (Figura
2.2) mientras que la altura del canal permanece inalterada (20pum aproxima-
damente). La superficie interior del canal es toda de PDMS para evitar la
adherencia de las bacterias al vidrio, ya que es conocido que el fenémeno no
ocurre en ese material.

A pesar de que se ha puesto gran empeno en la fabricacién del canal, la
naturaleza del método introduce irregularidades e imperfecciones en las pare-
des interiores; estos defectos habran de tenerse en cuenta en todo momento al
trabajar, en particular al intentar modelar el flujo que circula por su interior
en la seccion 3.2. Como se vera, es este un elemento importante que motiva
la eleccién de una soluciéon numérica de las ecuaciones de Navier-Stokes en
lugar de una solucién analitica.

En ambos extremos del canal se han insertado tubos de acero inoxidable
de 1cm de longitud y 1mm de didmetro, a los que se han acoplado tubos
flexibles de teflon, uno de los cuales conecta con el reservorio de fluido y el
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Figura 2.1: Fotografia de la celda microfluidica utilizada para los experimen-
tos.

otro tiene el extremo abierto.

A causa de las dimensiones del canal y del estrechamiento en el centro
del mismo es facil imaginar que el flujo que circula por la celda es extre-
madamente pequeno. En los experimentos que aqui se presentan no se han
sobrepasado los 0,9 PY/s.

Regulando la altura de la columna de fluido en el tubo que tiene el extremo
abierto en relacién con la altura de la columna en el reservorio, y por tanto
la diferencia de presion atmosférica entre ellas, es posible regular el flujo
que atraviesa el canal. Debido a lo delicado de este procedimiento, es preciso
hacerlo con un tornillo micrométrico si se desea mantener cierto control sobre
el flujo.

Utilizar este mecanismo de control de flujo tiene el inconveniente de que
es necesario calibrarlo de algiin modo si se desea realizar un anélisis cuanti-
tativo. Es con este objetivo que al fluido donde nadan las bacterias se le ha
adicionado cierta cantidad de micro-esferas de silicio de 2um y 5um de diame-
tro. En la seccién 3.2 se describe cémo estas son utilizadas como trazadoras
en la calibracion del flujo que circula por la celda.
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Figura 2.2: Esquema de la celda microfluidica. En el panel superior se ve un
corte transversal del canal. En el panel central aparece una vista superior de
la celda. La seccion inferior muestra vistas superiores del estrechamiento del
canal a través del microscopio a 100 y 400 aumentos (izquierda y derecha
respectivamente).

2.1.2. Bacterias y medio de natacion

El reservorio de fluido contiene un cultivo de Luria-Bertani, medio estan-
dar en el cultivo de la Escherichia coli, bacteria utilizada en los experimentos.
En el reservorio de fluido, ademéas de las bacterias, se ha introducido cierta
cantidad de micro-esferas de silicio para ser utilizadas como trazadoras segiin
se mencion6 en 2.1.1.

La E. coli habita en el intestino humano y de otros mamiferos. Desde
que fue identificada en 1885 por el pediatra aleman Theodor Escherich, ha
sido el objeto de innumerables investigaciones en fisiologia bacteriana, virus
bacterianos, genética de bacterias, sintesis de proteinas y mas recientemente
utilizada en la produccion de proteinas con valor comercial en el campo de
la ingenieria genética. Ademés de ser organismos relativamente simples, toda
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Figura 2.3: a) Recreacion artistica de la Escherichia coli mostrando sus flage-
los en la forma en que los emplea para la natacion. b) Ejemplo de trayectoria
de una célula de E. coli durante el régimen de tumble & run.

esta atencion hace de la E. coli uno de los organismos vivientes mas estudia-
dos y mejor comprendidos; ain asi, todavia es posible encontrar fenémenos
muy sofisticados relacionados con ella [2].

La Escherichia coli es una bacteria bastante pequena, tiene la forma de un
cilindro con los extremos redondeados, de aproximadamente 2,5um de largo
y 0,8um de didmetro. La parte externa de la membrana celular esta cubierta
por dos tipos de filamentos, unos finos y cortos le permiten adherirse a ciertas
superficies mientras que otros mas gruesos y largos con forma helicoidal,
llamados flagelos, le permiten nadar (figura 2.3a).

Cuando nadan, estas bacterias lo hacen en la direccién paralela al eje de
simetria de su cuerpo durante algo mas de un segundo; pasan a un movi-
miento erratico durante una fracciéon de segundo y recupera la estabilidad
para comenzar el proceso en una nueva direccién (figura 2.3b). Los periodos
de estabilidad se conocen como runs y los periodos erraticos son llamados
tumbles. El mecanismo subyacente en el mencionado régimen de tumble &
run es de hecho muy interesante [2]. Durante el periodo estable (runs) todos
los flagelos rotan en la misma direccion, en contra de las manecillas del reloj
si se observa la célula desde atras. Los movimientos erraticos (tumbles) ocu-



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS 8

rren cuando, producto de que han rotado a favor de las manecillas del reloj,
los flagelos se enredan entre si evitando que la célula se desplace. Un nuevo
run comienza cuando la bacteria ha logrado restablecer el movimiento anti
horario de los flagelos, pero para entonces su cuerpo ha tomado una nueva
orientacion en el espacio y por lo tanto ahora se desplazara en una nueva
direccion.

2.2. Adquisicién y procesamiento
de imagenes

La celda descrita en 2.1.1 esta colocada en la platina de un microscopio
optico acoplado a una camara digital que captura videos en colores directa-
mente a una computadora con un tamano de 800 x 600 pixeles, a una fre-
cuencia entre 20 y 23 cuadros por segundo. Las imagenes han sido tomadas
con un ocular de x10 y objetivos entre los valores de x10 y x40, obtenién-
dose iméagenes entre 100 y 400 aumentos. La celda se ilumina desde abajo,
de modo que la luz llega al lente objetivo tras atravesar el objeto de estudio.
Como consecuencia de esto, se tiene un grupo de bacterias que aparecen en
las imagenes como puntos brillantes mientras que el resto aparece como pun-
tos oscuros, dependiendo de la profundidad a la que se encuentran nadando
dentro de la celda. Este hecho es aprovechado en la seccion 4.1 para el conteo
de ambos grupos, aumentandose asi la profundidad de campo “efectiva” del
microscopio, lo que constituye una ventaja si se pretende contar todas las
bacterias que se encuentran en la celda.

En todo el procesamiento de imagenes se ha utilizado ImageJ [13] como
software para el procesamiento de imagenes. ImageJ es un software de do-
minio publico (software libre) basado en Java, desarrollado en el National
Institute of Mental Health en los Estados Unidos. A pesar de estar orientado
inicialmente al tratamiento de imagenes medicas, su uso se ha extendido mu-
cho mas alla de las fronteras de la imagenologia médica y hoy en dia puede
considerarse un estandar en para la ciencia. ImageJ puede correr en cualquier
arquitectura que soporte una maquina virtual de Java (Windows, Linux, Mac
OS, etc). El cddigo fuente se encuentra disponible para ser modificado o es-
tudiado, el software principal puede ser extendido mediante una arquitectura
de plug-ins, varias decenas de los cuales estan disponibles también a través de
la red [9]. Existen plug-ins para resolver casi cualquier tarea de procesamien-
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to de imagenes. Ademas, el trabajo con el programa puede ser automatizado
en buena medida mediante macros que permiten ejecutar todas las funciones
de TmagelJ (incluida la mayoria de los plug-ins) de manera programatica.

Se han desarrollado y modificado macros (Apéndice A) para obtener las
funcionalidades especificas necesarias para nuestro objetivo de estudio. Se
muestran detalles sobre el procesamiento de iméagenes son mostrados en las
secciones 3.2 y 4.1.

En todos los experimentos descritos se toman imagenes digitales de obje-
tos de dimensiones micrométricas a través del sistema optico de un micros-
copio y son utilizadas para realizar mediciones sobre dichos objetos. En la
realizacién de estas mediciones es necesario establecer un vinculo entre las
dimensiones de los objetos en la imagen digital y las dimensiones reales de
los mismos, es decir: es necesario calibrar las coordenadas espaciales de las
imégenes en relaciéon con las coordenadas espaciales reales. Esta calibracion
consiste simplemente en fijar una escala que determine, por ejemplo, que
1lum equivale a 30 pixeles en la imagen digital; de esta forma toda medicién
realizada sobre la imagen puede ser re-escaleada a dimensiones reales muy
facilmente.

En nuestro caso se ha empleado una esfera calibrada de 70um de didmetro
como patréon. Al comienzo de los experimentos se han tomado imagenes de
este patron fijando la optica a ser utilizada en el ensayo. Posteriormente se
ha fijado la escala de las imagenes empleando las fotografias del patron y con
la asistencia de las facilidades que posee ImageJ con este fin.
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Caracterizacion de la celda
microfluidica

3.1. Flujo a bajo nimero de Reynolds

El nimero de Reynolds Re es la razén entre las fuerzas inerciales y las
fuerzas viscosas actuando en un fluido [14]. El flujo laminar ocurre cuando
la componente viscosa domina sobre la inercial, que es la principal causa de
que aparezcan vortices y por tanto, turbulencia.

Dadas las dimensiones de la celda microfluidica, cabe esperar que todos
los experimentos hayan sido realizados perfectamente dentro de la zona de
régimen laminar; el régimen turbulento se establece, en un conducto, aproxi-
madamente entre Re ~ 10% y Re ~ 10* [14]. Un anélisis dimensional grueso
permite calcular aproximadamente el valor del nimero de Reynolds en nues-
tro caso.

El nimero de Reynolds para el flujo en un conducto esta dado por (3.1);
donde @ es el flujo dado en ™/s; V' es la velocidad media del fluido, A es
el area de la seccién transversal del conducto, v es la viscosidad del fluido
dada en Poise o ™°/s; D es una dimensién caracteristica que se conoce como
“diametro hidraulico” y en el caso de un conducto rectangular esta dado por:
D = 44/p donde P es el perimetro de la seccién transversal del conducto que
se encuentra en contacto con el fluido.

QD VD 4VA
- vA v VP
de donde, luego de sustituir valores de nuestro dispositivo experimental,

Re (3.1)

10
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se obtiene en el mayor de los casos: Re ~ 1077,

Esto significa que ain para los mayores flujos alcanzados en el experi-
mento, el nimero de Reynolds permanece muy por debajo del valor critico
a partir de cual aparece la turbulencia y, por tanto, todos los experimen-
tos pueden considerarse realizados bajo un estricto régimen laminar. En la
seccién 3.2, se presenta una metodologia para reconstruir numéricamente el
flujo de liquido en nuestras condiciones experimentales especificas, para lo
que se aprovecha el resultado antes obtenido.

3.2. Reconstruccion del flujo a través del
“tracking” de micro-esferas

Desde el punto de vista teodrico, el problema de la celda microfluidica
puede ser modelado como un flujo bidimensional estacionario de un liquido
incompresible de viscosidad v que se mueve dentro del canal con velocidad
U(x,y) sujeto a una presion p(z,y).

Como es bien conocido, el movimiento de dicho fluido esta regido por las
ecuaciones de Navier-Stokes:

Byi-Vi = Vp+vV2i

V.5 _ 0 (3.2)

De las soluciones de estas ecuaciones se obtiene un campo de velocidades,
estacionario en este caso, ¥(z,y). La solucién de (3.2) en régimen laminar,
es decir, sin turbulencia, para un canal sin estrechamiento (o lejos del es-
trechamiento) es perfectamente conocida: Se obtiene un perfil de velocidad
parabélico cuyo eje de simetria coincide con el eje = (figura 2.2, de modo que
la velocidad en el centro del canal es maxima y va disminuyendo hasta cero
en las fronteras [14]. Sin embargo, la solucién en la zona del estrechamiento
requiere consideraciones especiales, maxime si se desea tomar en cuenta las
irregularidades del canal producto del proceso de construccion, inevitable-
mente se hace necesario recurrir a una solucién numérica con condiciones de
contorno basadas en observaciones experimentales.

En la secciéon 2.1 se mencionaban las micro-esferas agregadas al fluido
natatorio con el objetivo de calibrar el flujo en la celda.

Debido al bajisimo ntimero de Reynolds del canal (seccién 3.1) el flujo
que se establece es casi perfectamente laminar; esto unido al tamano y la
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pequena masa (densidad practicamente igual a la del fluido) de las micro
esferas trazadoras, permite asumir que estas son arrastradas totalmente por
el flujo y por tanto son un muy buen trazador.

Siguiendo las micro-esferas a lo largo de su recorrido por el canal es posible
conocer el perfil de velocidad del fluido a lo largo de la traza de la micro-
esfera, es decir, la velocidad del fluido en cada punto del espacio por el que
pasa la esfera.

Para el seguimiento de las micro-esferas se ha empleado el plug-in de Ima-
geJ MTrack2 [16]. El programa rastrea las esferas detectando sus posiciones
en cada cuadro de un video; conecta la trayectoria de cada esfera de un cua-
dro dado con la esfera del cuadro siguiente méas cercana a su posicién en el
cuadro actual y repite este proceso hasta el final de la secuencia. Como resul-
tado final se obtiene una lista de trayectorias. Una trayectoria consiste en la
lista de las coordenadas de una esfera en cada cuadro del video (figura 3.1b).

Con esta informacion y conociendo el intervalo de tiempo que separa un
cuadro del video del siguiente, se obtiene facilmente la velocidad de la esfera
a lo largo de su trayectoria.

La figura 3.1b muestra las trayectorias de varias esferas a su paso cerca del
centro del estrechamiento del micro-canal. Estas trayectorias se han obtenido
siguiendo el procedimiento explicado antes. La figura 3.1c muestra un ejemplo
de la evoluciéon temporal de las componentes = e y de la velocidad de una
esfera a su paso por el estrechamiento del canal siguiendo una trayectoria de
izquierda a derecha como las que aparecen en la figura 3.1b. Las fluctuaciones
en la velocidad obtenida de esta manera son notables; para eliminar, en la
medida de lo posible, los efectos indeseables de estas fluctuaciones se ha
empleado un promedio local en una vecindad de unos 4pm de ancho, a la
curva obtenida le llamaremos v, (figura 3.1c). Es notable el aumento de
velocidad en el eje x hacia el centro causado por el estrechamiento del canal;
notese también que el paso subito de la esfera por la parte méas estrecha del
canal causa una disminucion a cero de la componente y de la velocidad.

Este resultado permite calibrar el flujo, es decir, conocer el valor de velo-
cidad del liquido, o lo que es equivalente el volumen de fluido que atraviesa
la seccién transversal del canal por unidad de tiempo (Q). En lo sucesivo,
por conveniencia, se tomara el valor maximo de v, como valor representa-
tivo de un flujo dado; es directo obtener a partir de v,™** el valor de @)
correspondiente.

Con el objetivo de conocer en detalle las caracteristicas del flujo en la
celda microfluidica, se ha estudiado la solucién de las ecuaciones de Navier-
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Figura 3.1: a) Fotografia del estrechamiento del canal. b) Ejemplo de trayec-
torias obtenidas mediante MTrack2. ¢) Ejemplo de velocidad de una esfera
en funcién del tiempo a medida que atraviesa el canal longitudinalmente de
izquierda a derecha siguiendo una trayectoria como las de la figura 3.1b.
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Figura 3.2: a) Condiciones de frontera impuestas para resolver las ecuaciones
de Navier-Stokes. A los puntos de color azul se les ha fijado la velocidad y a
los de color verde la presiéon. b) Malla empleada para resolver las ecuaciones
de Navier-Stokes en el canal. ¢) Campo de velocidades resultante.

Stokes (3.2) para su geometria particular. Debido a que las fronteras del
canal presentan irregularidades y asimetrias (figura 3.2a) originadas en el
proceso de fotolitografia, la soluciéon analitica ha sido descartada en favor de
una solucion numérica a la que se “inyectan” datos experimentales derivados
del “tracking” de micro-esferas. Hasta donde sabemos, esto constituye una
aproximaciéon original al problema. La soluciéon numérica es proporcionada
por MatLab y un paquete denominado Navier2d que es capaz de resolver las
ecuaciones de Navier-Stokes en dos dimensiones, como su nombre indica. El
programa opera sobre una malla (figura 3.2b) que cubre el espacio que ocupa
el fluido. Esta malla es generada por el propio software una vez que el usuario
introduce las fronteras de la geometria de interés.

Adicionalmente, es necesario proporcionar al programa condiciones inicia-
les y de frontera. En el caso de las condiciones iniciales es posible simplemente
introducir condiciones de flujo nulo y permitir que las condiciones de frontera
estabilicen el flujo con el paso del tiempo. En el caso de las condiciones de
frontera, se ha proporcionado la condiciéon de no deslizamiento al establecer
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como nula la velocidad del fluido en contacto con la frontera de la celda
(puntos azules en la figura 3.2a). A lo largo del borde lateral de salida del
fluido (derecha) se imponen condiciones de presiéon constante para permitir
que el fluido escape libremente (puntos verdes en la figura 3.2a). Todas estas
condiciones han sido obtenidas de datos o ligaduras existentes en el sistema,
pero que no son especificas para el experimento particular. La condicién de
velocidad en el borde de entrada del fluido es precisamente la que puede utili-
zarse para establecer el nexo necesario con nuestros experimentos concretos.
Teoéricamente, el perfil de velocidad en este extremo ha de ser parabdlico,
como se vio en la secciéon 3.1. Esto permite realizar un ajuste por minimos
cuadrados a una parabola conociendo la velocidad del fluido (mediante las
esferas trazadoras) en varios puntos de la linea de frontera (puntos azules con
saeta en la figura 3.2a). Estos puntos pueden obtenerse de la velocidad de las
micro-esferas trazadoras, en el instante de atravesar la linea de la frontera de
entrada de fluido (izquierda).



Capitulo 4

Dinamica de bacterias en una
celda microfluidica

4.1. Identificacion individual de bacterias

Se utiliza un algoritmo de deteccién y conteo automatico de bacterias,
perfeccionado en este trabajo (Apéndice A), que emplea las facilidades de
ImageJ. Como se vera, su uso permite detectar un interesante fenémeno de
ruptura de simetria en el experimento.

El algoritmo comienza acondicionando la secuencia al eliminar de cada
cuadro del video los gradientes de iluminacién de fondo y los objetos mucho
menores que las bacterias; esto lo hace utilizando un filtro pasa-banda en el
espacio de Fourier: Las mayores longitudes de onda en el espacio de Fourier
corresponden a los gradientes de iluminacion de fondo producidos por una
iluminaciéon no uniforme o por defectos en la éptica del microscopio, mien-
tras que las menores longitudes de onda corresponden a los pequenos objetos.
Eliminando las longitudes de onda extremas es posible obtener imagenes ca-
rentes de gradientes de iluminacion de fondo y de pequenas caracteristicas
indeseables, al tiempo que se preservan suficientes detalles para el conteo de
las bacterias. Luego se realiza una renormalizacion de los niveles de ilumi-
nacién de la imagen para que todos los cuadros de la secuencia tengan la
misma iluminacién media (figura 4.1a). Atendiendo a los efectos que tiene
sobre la secuencia de video, esta etapa pudiera llamarse “de homogeneizacion
espacio-temporal”.

A continuacién se aplica un filtro de doble umbral (figura 4.1b) a cada

16
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(d)

Figura 4.1: Ejemplo de aplicacion del algoritmo de deteccion de bacterias.
a) Imagen con campo homogeneizado por el filtro de Fourier. b) Filtro de
doble umbral, las zonas claras aparecen senaladas en verde y las oscuras en
azul. c¢) Filtro de doble umbral aplicado, tanto las zonas claras como oscuras
aparecen como puntos blancos. d) Imagen final donde se han filtrado los
puntos por tamano, eliminandose posibles conteos espurios.
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Figura 4.2: Regiones a los lados del canal en que se aplicado el procedimien-
to de conteo (rectdngulos de contorno claro). Se muestra también el centro
geométrico aproximado del canal mediante una cruz.

imagen. Este filtro transforma los pixeles de la imagen atendiendo a su nivel
de iluminacién. Son convertidos en pixeles blancos aquellos por encima o
por debajo del los umbrales superior e inferior respectivamente. El resto los
puntos de la imagen son transformados en pixeles negros. Como resultado,
tanto las bacterias que aparecen como puntos brillantes como las que se
muestran como puntos oscuros son transformadas en areas de pixeles blancos
(figura 4.1c). Nétese que este paso resulta en imagenes binarias (solo tiene
pixeles blancos y negros) a partir de imagenes en escala de grises; por ello le
llamaremos la etapa de binarizacion.

Este es un paso clave para aprovechar el enfoque del microscopio que
ha sido elegido. Como se sabe, la profundidad de campo del objetivo de un
microscopio es muy pequena, de modo que suelen enfocarse correctamente
solo las bacterias cercanas al fondo de la celda o las cercanas a la superficie
superior de la misma. Aprovechando que la celda tiene solo 20pum de altura, se
enfoca aproximadamente en el centro de su altura: esto hace posible detectar
las bacterias que nadan a todas las profundidades; aunque no todas queden
perfectamente enfocadas, lo que no tiene consecuencias mayores en el conteo
de bacterias. Probablemente debido a efectos de difraccion, las que nadan
cerca del fondo se ven oscuras mientras que las que lo hacen cerca de la
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superficie superior se ven claras. Por tanto, se ha asumido el reto de detectar
y contar tanto bacterias claras como oscuras.

Las iméagenes que resultan del proceso de binarizacion descrito arriba son
entonces suministradas al filtro de ImageJ Analize particles con parametros
tales que los defectos remanentes en las imégenes (puntos blancos mucho
mayores 0 mucho menores que el tamano medio conocido de una bacteria)
son eliminados, y cada una de las células es identificada (figura 4.1d). Este
proceso da como resultado final el nimero de bacterias en la imagen.

En la figura 4.2 puede verse marcado con una cruz el centro geométrico
aproximado del canal; las regiones de interés estan colocadas equidistantes
a él. Ademas sus centros estan alineados con este punto en el eje horizontal.
El algoritmo de conteo es aplicado a estas regiones en secuencias de 20s
manteniendo el flujo constante para comparar la densidad de bacterias en
ambas regiones. Las secuencias de 20s son seleccionadas de tal suerte que
transcurren 10s antes de que una esfera trazadora cruce el centro del canal
(muy cerca de la cruz de la figura 4.2) siguiendo una trayectoria como las
de la figura 3.1b y los restantes 10s de la secuencia transcurren después del
cruce. Esto garantiza la mejor aproximacion al flujo obtenido segiin se mostré
en la seccion 3.2 durante toda la secuencia.

Se le ha llamado N, y N, al ntmero de bacterias en la region izquierda y
derecha respectivamente para un cuadro de la secuencia.

4.2. Procesamiento e interpretacion de los re-
sultados

Utilizando los datos de flujo obtenidos como se ha descrito en la sec-
cién 3.2 y el nimero de bacterias en las regiones mencionadas antes, es po-
sible realizar un analisis cuantitativo de la dependencia de la “ruptura de
simetria” en la concentracion de bacterias con el flujo en la celda.

Para caracterizar la ruptura de simetria en la celda se ha definido el
parametro n segun:

N, — N,
"IN N
donde N, es el nimero medio de células en la region de la derecha y N; es

el nimero medio de bacterias en la izquierda durante una secuencia de video
de 20 segundos tomada manteniendo el flujo constante. En otras palabras,

(4.1)
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Figura 4.3: Evolucién temporal de N para las dos regiones mostradas en la
figura 4.2 y para una secuencia de 20 segundos con flujo constante.
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Figura 4.4: Nivel de ruptura de simetria en funcién de la velocidad del flujo
en el centro del canal para bacterias vivas y muertas.
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N, es el promedio temporal de Nr\l durante la secuencia en cuestién. De
este modo n varia entre —1 y 1, con n = —1 cuando no hay bacterias en
el lado derecho y n = 1 cuando no hay bacterias en el lado izquierdo, es
decir, cuando la ruptura de simetria sea maxima en favor del lado izquierdo
o derecho respectivamente. Por otra parte, n sera nulo si la diferencia entre
ambos lados lo es, o sea, cuando no hay ruptura de simetria.

En la figura 4.4 puede verse la dependencia de n en funcién de la méaxima
velocidad media en = de las micro-esferas en el centro del canal ©v,%", que
se sabe es una medida indirecta del flujo total en la celda microfluidica. El
céalculo de n se ha efectuado utilizando los valores medios de Nr y Nl en cada
secuencia (cada punto corresponde a una secuencia) y la incertidumbre ha
sido obtenida mediante la propagacion de la desviacion estandar de N, y N,
en la ecuacién (4.1). Para la incertidumbre de 0,%" se ha estimado un valor
siempre inferior a 2,5#m/s. En la estimacién se ha tomado en cuenta la incer-
tidumbre introducida al realizar la calibracién mencionada en la pagina 9, y
se ha asumido un error en la deteccién de la posicion de las esferas trazadoras
no mayor que lum que es el radio de las esferas trazadoras empleadas.

Es perfectamente clara la tendencia de aumento en la ruptura de simetria
para bacterias vivas, respecto a los puntos de control con bacterias muer-
tas. Sin embargo, dadas las incertidumbres y el limitado rango de flujos
disponibles hacen precipitado aventurarse a reportar de forma definitiva una
dependencia funcional entre las variables. Se requieren, por tanto, nuevos
experimentos.

Sin embargo, este fendmeno podria ser explicado sobre la base del amplio
conocimiento existente del comportamiento de la F. coli. Por ejemplo, se sabe
que estas bacterias son sensibles tanto a altas velocidades locales de flujo
como a gradientes de velocidad [3]. Se podria especular que una bacteria, al
pasar el estrechamiento arrastrada por el flujo de izquierda a derecha, detecta
las altas velocidades y/o gradientes de velocidad que tienen lugar y, después
de cierto retardo de tiempo, comienza a nadar “a contra corriente” como
impulso instintivo. La composicién de velocidades de la corriente del liquido
y de la nataciéon a contra corriente de las bacterias, acentuada en la region
de la derecha, pudiera explicar este fenémeno de “ruptura de simetria”. Un
elemento importante a favor de esta hipdtesis es que las bacterias muertas
no presentan ruptura de simetria: la autopropulsién de las bacterias parece
ser un ingrediente bésico en la explicacién.

Para comprobar dicha hipotesis, es preciso desarrollar una sencilla simula-
cién computacional donde las bacterias naden sobre el campo de velocidades
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de la celda v(z,y) reconstruido para diversos flujos tal y como se muestra
en la seccién 3.2. Se espera modelar el fenémeno reportado al imponer un
comportamiento a las bacterias basado en lo encontrado en la literatura [2].



Capitulo 5

Conclusiones

Se ha realizado una incursiéon en los campos de materia activa y micro-
fluidez, permitiendo ganar conocimiento valido en estos campos de intenso
desarrollo hoy en dia. Esto es especialmente cierto en lo que a la aplicacion del
procesamiento de imagenes a las mediciones en materia activa y microfluidica
concierne. En especifico:

= Se ha evaluado el comportamiento de algoritmos de PDI sobre software
libre aplicados a estas areas, creandolos o modificandolos para la mo-
delar el campo de velocidades del fluido dentro de una celda real y para
la deteccién de bacterias.

= Se ha reconstruido el campo de velocidades de una celda microfluidica
real, combinando la solucién numérica de las ecuaciones de la hidrodi-
namica con el procesamiento digital de imagenes.

= Mediante el PDI, se ha comprobado cuantitativamente el fenémeno de
ruptura de simetria en flujos de FE. coli dentro de una celda microflui-
dica.
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Apéndice A
Algoritmo de conteo

A continuacién se presenta el codigo fuente del macro utilizado para el
conteo de bacterias. El macro fue originalmente desarrollado por E. Clément
y extendido por el autor para soportar la deteccion de “bacterias claras” y
“bacterias oscuras”.

El lenguaje de macro de ImageJ es muy similar a Java pero posee nume-
rosas funciones predefinidas para el procesamiento de imagenes.

// This macro prepares the images from the films.

// Makes a BW filtered image sequence and then thresholds

// at two different gray levels to get a binary image

// of both "black" and "white" bacteria. This is domne

// using the "over/under" threshold mode. Both threshold

// values are read from the thr_<n>.txt file just as

// before (two threshold values are now read instead of

// just one). The format of the thr_<n>.txt file is now

// changed from:

//

// <threshold>,<smallest_parts>,<largest_parts>, <#>

//

// to:

//

// <lower_threshold>,<upper_threshold>,<smallest_parts>,<
largest_parts>, <#>

//

// To use the macro to select only "white" bacteria as

// before it is enough to set <lower_threshold> to 0

// To detect only "black" particles <upper_threshold>

// should be set to 255.
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//

// Other minor modification has being done to ensure
// cross platform compatibility

// and (maybe) clarity.

if (getVersion>="1.40e")
setOption ("display,labels", true);
setBatchMode (true); // runs up to 6 times faster

// preparation of the input / output addresses
root=newArray (50) ;

vid=newArray (50) ;

Ntotal data = 0;

store=newArray (10) ;

// get the data addresses

dir = getDirectory ("Choosean, INPUT Directory,");
dirinput = dir + File.separator + "Batchfiles.txt";
sl = File.openAsRawString (dirinput);

tmp = split(sl, ",");
root [Ntotal__data] = tmp[0];
vid [Ntotal__data] = substring (tmp[1], 0, lengthOf(tmp[1])—2)

Ntotal data += 1;

// preparation of the input / output addresses
addr_data = newArray (Ntotal_data);

addr_Input = newArray(Ntotal data);
addr_output_1 = newArray(Ntotal data);
addr_output_2 = newArray(Ntotal data);

//We need two arrays now to store the threshold values
// upper thresholds are stored in w_seuil while

// lower thresholds are stored in k_seuil.

w_seuil = newArray (Ntotal data);

k_seuil = newArray(Ntotal data);

rootl = newArray(Ntotal data);

title = "FFT Filter";
Dialog.create ("New Image");
Dialog.addString ("Title:", title);
Dialog.addCheckbox ("FFT Filter" false );
Dialog.show () ;

ramp = Dialog.getCheckbox () ;
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if (ramp—true) {
for (i=0; i<Ntotal data; i++) {

//

// get raw film images

nv=vid [i];

rootl[i]=root[i]+ File.separator + "PIV" 4 File.separator +
"PIV"4nv;

addr_Input[i] = root[i] + File.separator + "PIV" 4+ File.
separator + "video_to_Image_" + nv + File.separator + "
image_000000.JPG";

//

// get the threshold values

add=root[i] + File.separator + "PIV" 4+ File.separator + "
thr_" + nv + ".txt";

sl = File.openAsRawString (add) ;

tmp = split(sl, ",");

k_seuil[i] = parseFloat (tmp[0]) ;
w_seuil[i] = parseFloat (tmp[1]) ;
//

// get the number of images to be processed

add=root [i]+ File.separator + "PIV" 4+ File.separator + "
nbim_"+4nv+4".txt";

sl = File.openAsRawString (add) ;

nbim=parseFloat (s1);

//

// Store FFT filter of the images

addr_output_1[i] = root[i]+ File.separator + "PIV" + File.
separator + "IG_"4nv+"" + File.separator + "IG";

//

// Store FFT + BW filtered images

addr_output_2[i] = root[i]+ File.separator + "PIV" 4+ File.
separator + "PIV'4nv+"" 4 File.separator + "img_seq" +
File.separator + "I0000. jpeg";

//

// Start Loop on all the data files to form a BW image in

img_seq

addressSeq = addr_Input[i];

run ("Image Sequence...", "open="+addressSeq+" number="+nbim+
" starting=1_,increment=1,scale=100,file=[]0r=[] convert,
sort");

run("BandpassuFilter...", "filter_large=40filter_small=0
suppress=None tolerance=5 process");
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}

}

// loop over all the images of the stack
for (n=1; n<=nSlices; n++) {
setSlice (n);
// normalizes the gray level
getStatistics (area, mean, min, max, std);
print (n, nSlices ,mean);
// normalizes the gray level
ratio=120/mean;
setSlice (n);
run ("Multiply...", "value="+4ratio);

}

addressSeq = addr_output_1[i];
run(”ImageuSequence...u", "format=JPEG_ name=IG,start=0,
digits=4,save="+4addressSeq);

//Binarize image to select both "white" and "black"

particles.
setThreshold (k_seuil[i], w_seuil[i], "over/under");
run ("Convert to Mask", ",");

addressSeq =addr_output_2[i];

run(”ImageuSequence...u”, "format=JPEG_ name=I ,start=0_,digits
=4 ,save="+addressSeq) ;
close () ;

// Now loop on each experiment data to filter by size
for (i=0; i<Ntotal data; i++) {

nv=vid [i];

print ("");
selectWindow ("Log") ;
run("Close");

//

// Get the particle sizes to filter
add=root [i]+ File.separator + "PIV" + File.separator + "thr_"+4

sl
tmp = split(sl, ",");

mins = parseFloat (tmp |
maxs = parseFloat (tmp|
Avs = parseFloat (tmp[4

nv+" . txt";
= File.openAsRawString (add);

2]);
3])
DE



APENDICE A. ALGORITMO DE CONTEO
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//
// Initialize the global area distribution
Ntotal Area=0;
nsmax=0;
nparticle=newArray (1000)
nparticlefract=newArray(1000);
Total _Number_ Area=newArray (1000) ;
for (ns=0; ns<1000; ns++) {
Total _Number_Area[ns]|=0;
}
//
rootl [i]=root[i]+ File.separator + "PIV" + File.separator + "
PIV" + nv;
dir = rootl[i];
dirinput=dir+ File.separator + "img_seq" 4 File.separator;
list = getFileList (dirinput);
//
// get the number of images to be processed
add=root [i]+ File.separator + "PIV" 4+ File.separator + "nbim_"
+nv+" . txt";

sl = File.openAsRawString (add) ;

nbim=parseFloat (s1);

//

///0utput directory for Filtered Image

diroutput=dir+ File.separator + "Filt" 4 File.separator;
//

///0utput directory for particle sizes

diroutputS=dir+ File.separator + "Size" + File.separator;
//

// asks for the filter range

run("Clear Results");

npav=0;

npav2=0;

requires ("1.34m");

//

// The OUTPUT IMAGE DIrectory MUST BE CALLED Filt

// The OUTPUT SURFACE DIrectory MUST BE CALLED Size

// Loop on images

for (k=0; k<nbim; k++) {
print (i+",u"+Ntotal_data+",,"+nbim+""+1list [k]) ;
pathin = dirinput+list [k];
pathout=diroutput+"F"+list [k];
pathoutS=diroutputS+"S"+1list [k];
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//
dotIndex = lastIndexOf (pathoutS, ".");
if (dotIndex!=-1)
pathoutS = substring (pathoutS, 0, dotIndex); // remove
extension
pathoutS=pathoutS+".dat";
//showProgress (k, list.length);
//
open(pathin);

//setAutoThreshold () ;
//setThreshold (0, 128);
run ("Convertto Mask");

run(”SetuMeasurements...”, "area slice_ redirect=None_ decimal
=3II);
run(”AnalyzeuParticles...”, "size=0-499circularity

=0.00-1.00,show=Masks clear");

for (row = 0; row < nResults(); row++) {
ng = parselnt (getResult ("Area", row));
Total Number Area[ng] = Total Number Area[ng]+1;
if (ng>nsmax) {
nsmax=ng

}

Ntotal Area=Ntotal Area+1;

}

run ("Clear Results");

//

run(”AnalyzeuParticles...”, "size="4mins+"-"+maxs+"
circularity=0.00—1.00ushow=Masksuc1ear”);

// Attention LUT inversi;e

black = 255;

white = 0;

getHistogram (0, hist , 256);

npfract=hist [255]/ Avs;

np=nResults;

npav=npav+np/nbim;

npav2=npav2+np*np/nbim ;

nparticle [k]=np;

nparticlefract [k]=npfract;

saveAs("Jpeg", pathout);

run ("Input/Output...", "jpeg=75,gif=-1,file=.dat");

saveAs("Measurements" ,pathoutS);

run ("Clear Results");
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// Displays the titles of image windows.
close () ; close(); «close();

// Storage of the nb of particle as a function of time
// A second calculation

selectWindow ("Log") ;

run("Close" );

Dirpart=dir 4+ File.separator + "Nb_Bact.txt";
for (k=0; k<nbim; k++) {
print (k+41, nparticle[k], nparticlefract [k]);
}
selectWindow ("Log") ;
saveAs("Text", Dirpart);
select Window ("Log") ;
run("Close");
//
// Storage of the average nb of particle and rms
npav2=sqrt (10000 (npav2—npavs*npav) )~ (0.5) /100;
print (list .length , mins, maxs, npav, npav2);
selectWindow ("Log") ;
Dirpart=dir + File.separator + "Av_Nb_Bact.txt";
saveAs("Text", Dirpart);
run("Close");
//
// Storage of the average nb distribution of particle
for (ns=0; ns<nsmax; ns++) {
fractns=Total Number_ Area[ns]/Ntotal Area;
print (ns, fractns);

selectWindow ("Log") ;

Dirpart=dir + File.separator + "Av_Distr.txt";
saveAs("Text", Dirpart);

select Window ("Log"); run("Close");

sizes
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