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Resumen

Se estudian comparativamente las estadisticas de primero y segundo orden, espacial y temporal, de
as fluctuaciones de intensidad en el campo de speckle de Fresnel producido cuando se iluminan con
an haz laser, respectivamente, muestras de sangre de ratones sanos y de ratones infectados con el
sarasito de la enfermedad de Chagas (Trypanosoma-Cruzi). Tanto las funciones de autocorrelacion
como la potencia espectral de las sefiales producidas por ambos tipos de sangre tienen comporta-
mientos similares. Sin embargo, las experiencias muestran diferencias significativas en el compor-
-amiento estadistico del bio-speckle cuando se comparan la dispersion relativa de las fluctuaciones y
as funciones de distribucion de probabilidad de la intensidad, lo que en principio permitiria distin-
guirlas.

Abstract

[ntensity fluctuation of laser speckles, produced by illuminating with laser blood samples of mice,
sither normal or infected with Trypanosoma Cruzi parasite, are comparatively studied. Time varying
properties of the Bio-Speckle produced by both types of blood was investigated from an analysis of
the power spectrum and the autocorrelation function, and it was found that they exhibit similar
behaviors. However, experimental results show significant differences in the statistic of Bio-Speckle
when comparing relative dispersion of the intensity fluctuations and probability distribution of the
(ntensity.

Introduccion: lograr soluciones intermedias como la que se
propone en el presente trabajo.

En la enfermedad del Chagas, uno de los pro-
blemas diagnosticos es la visualizacion del pa-
rasito etiolégico. Este es un organismo visible al
microscopio y presenta una movilidad notable
frente a los globulos rojos circundantes, a pesar
de lo cual su deteccion por este medio resulta
dificil dada la baja concentracion del parasito,
del orden de 100 organismos por ml o menor.
Debido a la escasa profundidad de campo del
microscopio, la visualizacion del parasito requie-
re el empleo de una delgada capa de sangre,
practicamente monocelular, lo que implica un
volumen reducido, necesitindose en consecuen-

En nuestro pais se estima que hay mas de un
millon de habitantes infectados con Trypanoso-
ma Cruzi, agente portador de la enfermedad
conocida como mal de Chagas. El parasito in-
gresa al organismo a través del torrente sangui-
neo y afecta diversos organos del individuo lo
que puede producir distintos grados de incapaci-
dades.

Se estima que el numero de incapacidades labo-
rales causadas por la enfermedad en la Argentina
estaria en el orden de los 250.000 entre los ac-
tuales o inminentes. Como no existen medidas a

corto plazo para solucionar este problema, se
considera necesario dirigir esfuerzos tendientes a
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cia una concentracion mucho mayor para que
esta forma de deteccion sea practicable. De ma-
nera que habitualmente se recurre a otros méto-
dos alternativos, los que requieren efectuar cul-
tivos o incubaciones que demandan un tiempo de
alrededor de tres meses.

El objetivo de este trabajo es encontrar un mé-
todo alternativo a la microscopia dptica tradicio-
nal, que permita detectar en forma instantanea la
presencia de bajas concentraciones de parasitos
en un volumen relativamente grande de sangre.
En un trabajo preliminar " se analizaron los es-
pectros de Fourier de las sefiales obtenidas por
un fotodetector ubicado en el campo de speckle
producido cuando se transilumina con un haz
laser una muestra de sangre de raton extendida
sobre un portaobjeto de microscopio. Se hizo un
estudio estadistico comparativo, de los espectros
correspondientes a muestras de sangre de rato-
nes infectados con el Trypanosoma Cruzi y de
ratones no infectados, respectivamente. Las
muestras de sangre utilizadas entonces, tenian un
espesor de unos pocos micrones de manera de
permitir la observacion microscopica simulta-
neamente. Por las razones apuntadas anterior-
mente, se hace necesario investigar las propieda-
des del speckle en volumenes mayores (muestra
con mayor espesor) a la vez que se reduce la
concentracion de parasitos.

Antecedentes

Numerosos trabajos anteriores tratan de carac-
terizar las fluctuaciones del campo de speckle
producido por reflexion en la superficie de dis-
tintos especimenes biologicos, como por ejemplo
cascara de vegetales, mucosa gastrica, ocular
fundus, etc. Para mayor referencia véase por
ejemplo los trabajos de BRIERS ®**?
ASAKURA,®”. Si bien Briers esta interesado,
en principio, en los problemas que causa el spe-
ckle dinamico en relacion a la construccion de
hologramas interferenciales de objetos biologi-
cos, parece adecuado el criterio de utilizar la
desviacion standard relativa de la intensidad,
para caracterizar el comportamiento de las
muestras de sangre que nos interesan. El caso
que nos ocupa es ligeramente distinto, debido al
hecho que nos interesa indagar las

propiedades de "volumen" y no las de la super-
ficie, de los especimenes. Por ello es necesario
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hacer pasar el haz a través de la muestra, lo que
plantea problemas adicionales de absorcién y
disminucion del tamafio del grano del speckle, lo
que a su vez impone serias condiciones a la po-
tencia del laser y la sensibilidad del fotodetector
(FD).

La seiial es la salida de un FD ubicado en el
campo de speckle, la cual es amplificada y se
supone reproduce las fluctuaciones de la intensi-
dad luminosa incidente en el FD, cuya abertura
es similar al tamafio de los granos.

Montaje Experimental

Tal como se ve en la figura 1, una muestra de
sangre de raton, es colocada entre porta y cubre
dentro de un volumen cerrado, de espesor d =
0,8 mm. El volumen esta cerrado herméticamen-
te para evitar evaporaciéon, movimientos con-
vectivos, etc. Sobre un mismo portaobjetos, se
fabrican dos celdas adyacentes para colocar sen-
das muestras de sangre de ambos tipos, las que
alternadamente son monitoreadas para asegurar
la mayor similitud en las condiciones externas e
internas (esto ultimo referido al tiempo de ex-
traccion de las muestras de sangre de los ani-
malitos). Un haz laser, concentrado por un obje-
tivo de 10X, ilumina la muestra desde abajo, y se
regula su distancia a los efectos de obtener un
tamafio de grano adecuado.

FOTODETECTOR
)\

SPECKLE

MUESTRR

.éé EXPANSOR
PLATINAR :3 HRZ LASER

Figura 1. Dispositivo experimental.

El diametro del haz a la entrada de la celda es ¢,
~0,02 mm, en tanto que a la salida de ella es de
¢2 ~ 0,2 mm, de manera que el volumen de san-
gre iluminado que contribuye a la formacion del
speckle es de orden de 10 mm’. En dicho vo-
lumen y teniendo en cuenta la concentracion de
parasitos que contiene la sangre provista por el
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Laboratorio de Patologia  Experimental,
(~1.600.000 parasitos por ml) existe un prome-
dio de unos 20 Trypanosoma Cruzi, mientras
que el namero de globulos rojos es del orden de
los 50.000.

El FD se coloca a unos 70 ¢m de la muestra,
montado en un sistema que permite eventual-
mente variar el angulo entre O (direccion del haz
de iluminacion) y 90 grados. Finalmente, las
muestras se colocan sobre una platina. movil
(x,3,2), con el objeto de obtener registros de
ambos tipos de sangre en forma alternada, ase-
gurando igualdad de condiciones para ambas, y
permite variar la zona de las muestras iluminadas
por el haz incidente.

La sefial es enviada a la computadora donde es
digitalizada para su procesamiento, a la vez que
es monitoreada con un osciloscopio en paralelo.

Procedimiento.

La frecuencia de toma de datos se fij6 en 20 Az,
y el nimero de datos en 500, lo que hace a un
tiempo de toma de 25 segundos (duracion de la
sefial). Estos parametros parecen adecuados a la
frecuencia de las fluctuaciones, dado que la FFT
tiende a cero mas alla de los 10 Hz. Una sefial
tipica y su espectro de Fourier se muestran en la
figura 2. '

Se coloca la muestra en el dispositivo y luego de
un tiempo de reposo se inicia la toma de datos.
Se realizan cinco registros sucesivos, para cada
tipo de sangre, manteniendo las condiciones in-
variadas.

Esto se repite a intervalos de 30 a 60 minutos,
durante varias horas, totalizando un conjunto de
50 a 90 archivos de sefial. De cada archivo de
sefial se calculan su valor medio (<I>) y la des-
viacion standard ( 6 ), como asi también su.fun-
cion de autocorrelacion, y la potencia espectral.

El campo de speckle revela a simple vista una’

estructura fija (o cuasi estacionaria), y una in-

tensidad de fondo fluctuante. Por lo tanto, los;

parametros de la sefial de salida del FD. depen-
den de su ubicacion respecto del speckle fijo.

En consecuencia, tanto la intensidad media de la
sefial como su dispersion ( ¢ ) dependeran del
tugar que ocupe el FD en el campo.
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Figura 2: a) Sefial tipica y b) su espectro

Resultados Experimentales.

Anailisis temporal

En las figuras 3 y 4 se muestran las variaciones
de o, en funcién de la intensidad promedio (<I>)

DISPERSION ESTANDARD EN FUNCION
DE LA INTENSIDAD PROMEDIO (INFECTADA)
‘0.5 i
constante 0.00
coeficiente x 0.31
0.4 tecoef. correlacion  0.72 . -
303
i
Soz24
a
0.1
(] + + ——t- + it
0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6
INTENSIDAD PROMEDIO <I>

Figura 3: Dispersion vs. intensidad promedio (sangre
infectada).
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correspondientes a varias experiencias realizadas
en distintas oportunidades, con muestras de san-
gre infectada y sana respectivamente. Es dable
observar, en el grafico correspondiente a sangre
sana, (figura 4) que los puntos estan casi alinea-
dos, de forma que el cociente de Briers, 6/<I>,
es cuasi constante. Es decir cuanto mayor es la
intensidad promedio del speckle, proporcional-
mente mayor es la dispersion. Los resultados
correspondientes a muestras de sangre infectada
indican un comportamiento ligeramente diferen-
te, en el sentido de que se observa una menor
correlacion entre la dispersion de las fluctuacio-
nes y la intensidad promedio. Para ilustrar este
hecho se dibujan en los mismos graficos las rec-
tas de regresion lineal y el cuadro de estadistica
correspondiente, sin que ello implique establecer
una correlacion entre las variables.

El grafico de la figura 5 muestra la distribucion
de los cocientes ¢ /<I>, correspondientes a las
mismas experiencias, donde se aprecia de otra
manera lo observado anteriormente.

350 ARCHIVOS DISPERSION ESTANDARD EN FUNCION

DE LA INTENSIDAD PROMEDIO (SANA)

constante 0.00
0.3 }jcoeficlente x 0.23
coef. correiacién 0.87
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t t —+
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Figura 4: Dispersion vs. intensidad promedio (sangre
sana)

Analisis Espacial

En esta serie de experiencias se procede con una
ligera variante respecto de los casos anteriores.
Se registran 40 archivos de sefial provenientes
del mismo lugar de la muestra, pero variando la
posicion del FD. en el campo de speckle, con el
fin de estudiar la estadistica espacial del patron.
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Figura 5: Distribucion de los cocientes o/ <I>

En la figura 6, se muestran los resultados co-
rrespondientes a sangre sana e infectada respec-
tivamente y se observa la misma tendencia
apuntada anteriormente.

DISPERSION ESTANDARD EN FUNCION DE LA
INTENSIDAD PROMEDIO (espacial sana)

DISPERSION

° — ' +
0 0.2 0.4 0.6 03
INTENSIDAD PROMEDIO <I>

DISPERSION ESTANDARD EN FUNCION DE LA
INTENSIDAD PROMEDIO (espacial infect.)

DISPERSION
.
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Figura 6 : a) Dispersion estdndar de la intensidad pro-
medio espacial, sangre sana’y b) Dispersién estandar de
la intensidad promedio espacial, sangre infectada.
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Distribucién de Probabilidad

En la figura 7 se muestra la probabilidad
P(I/<I>), en funcion de I/<I>, donde se compa-
ran los resultados totales de varias experiencias
obtenidos con ambos tipos de muestras de san-
gre. La diferencia que se observa en las distri-
buciones de probabilidad para ambos tipos, se
manifiesta también en las curvas obtenidas para
las experiencias individuales.

DISTRIBUCION DE PROBABILIDAD
DE LA INTENSIDAD RELATIVA

16000

L sana == infectada I

12000 1

8000 +

P(l/<i>)

4000 1

1 <>

Figura 7: Distribucion de probabilidad de la intensidad
relativa.

Autocorrelacion

La autocorrelacion de cada sefial se calculd me-
diante la siguiente expresion, aplicando un pro-

grama en Qbasic:
499

A(KT) = 2 1GT) x ][ (k+)T] = A(t)

donde T es la inversa de la frecuencia de
muestreo, y t el tiempo. El tiempo de correla-
cion tg, se defini6 como el correspondiente a la
altura 0,5 de la funcidon de autocorrelacion nor-
malizada. Los resultados para cuatro de las ex-
periencias anteriores se muestran en la figura 8,
donde se graficaron los histogramas de t; para
ambos tipos de muestras (sana e infectada). Se
observa una pequeiia diferencia en la distribucion
de tiempos de autocorrelacion, indicando que las
sefiales provenientes de sangre infectada se de-
correlacionan en general antes que las corres-
pondientes a sangre sana.
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HISTOGRAMA TIEMPO DE CORRELACION
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Figura 8: Histograma de tiempos de correlacién sangre
sana e infectada.

Comentarios:

Los resultados obtenidos sugieren que la pre-
sencia de Trypanosomas en el campo iluminado
se manifiesta en una ligera dispersion de los va-
lores de o /<I>, con respecto a la sangre sana.
Por otra parte las sefiales producidas se decorre-
lacionan en un tiempo menor. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la contribucion de los glo-
bulos rojos es significativa debido a su gran nu-
mero, por lo que seria necesario atenuarla. En
este sentido se prevé realizar nuevas experien-
cias disminuyendo la temperatura de las mues-
tras.
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