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RESUMEN
El analisis de motilidad espermatica es muy importante para la evaluacion de fertilidad humana. A menudo este
analisis se lleva a cabo de forma manual, pero puede ser susceptible a errores inherentes a la naturaleza del proce-
dimiento. Ademas de conllevar largos periodos de tiempo, los resultados son subjetivos y carentes de repetitividad.
Con el fin de mejorar esto, presentamos un algoritmo semi-automatico que rastree de manera precisa el despla-
zamiento de los espermatozoides. La metodologia implementada se basé en la aplicacion de modelos gaussianos
adaptativos para detectar los espermatozoides en movimiento y segmentarlos a lo largo de los fotogramas de un
video, posteriormente fueron aplicadas operaciones morfologicas y analisis de componentes conectados para re-
ducir ruido en la imagen y calcular los centroides respectivamente. Luego, el algoritmo de Munkres y el filtro de
Kalman fueron utilizados con el proposito de asignar centroides a las trayectorias. Finalmente, las trayectorias son
visualizadas en pantalla. Los resultados evidencian un 90.91% de precision con respecto al analisis manual por
parte de un experto. La herramienta tiene como inico objetivo detectar el movimiento y trazar el desplazamiento
de los espermatozoides en video para muestras espermaticas humanas. Por otra parte, permite a los expertos en
andrologia llevar a cabo un analisis mas exacto de las caracteristicas individuales de los espermaozoides, teniendo
asi un soporte tecnologico a bajo costo, preciso y con repetitividad en los resultados que les permita emitir un diag-
noéstico mas acertado. Por lo tanto, este método puede ayudar a especialistas a reducir periodos de tiempo y realizar
un analisis mas objetivo de motilidad espermatica. De esta manera, el diagnostico de fertilidad sera mas confiable.
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ABSTRACT

Sperm motility analysis is very important for human fertility assessment. It is often carried on manually, but this
could be susceptible to mistakes due to the nature of procedure. In addition to being time-consuming, results are
merely subjective and non-repeatable. In order to overcome this, we present a semi-automated algorithm that
tracks accurately the sperm movements. Adaptive Gaussian models are implemented for detecting moving sper-
matozoa and segment them throughout video frames. Morphological operators and connected-components label-
ing are applied to reduce noise and calculate centroids, respectively. Then, the Munkres algorithm along with the
Kalman filter are used for the purpose of assigning centroids to tracks. Finally, tracks are displayed on screen. Out-
comes show a 90.91 % of accuracy regarding to manual analysis. This algorithm aims only to detect spermatozoa
movement and trace its displacement in video for human sperm samples. Moreover, it allows andrology experts to
perform a more exact analysis of the individual characteristics of spermatozoa, having so a low cost, accurate and
repetitive technological support that will allow them to emit more precise diagnosis. Thus, this method will help
specialists to reduce time periods and make more objective analysis of sperm motility. In this way, fertility diagnosis
will be more reliable.

KEYWORDS: Sperm motility, tracks detection, gaussian models, Kalman filter.
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INTRODUCCION

Actualmente en Colombia, el espermograma es el
Gnico examen clinico que brinda un diagnostico apro-
ximado de la fertilidad masculina a través de la evalua-
cion de la calidad seminal™. El examen, el cual se lleva
a cabo de manera manual no siempre es certero, debido
a que se pueden presentar errores en el diagnostico
inherentes a la naturaleza del procedimiento™.

Aunque el espermograma se realiza por parte de un
especialista, depende solamente de la inspeccion visual y
la experiencia de éste. Estas condiciones pueden propi-
ciar errores en el diagnostico debido a la alta subjetividad
al momento de observar y evaluar la muestra. Ademas,
las largas jornadas de evaluacion enfocando la muestra
en el lente de un microscopio pueden provocar en el espe-
cialista fatiga visual, lo que dificulta ain mas su trabajoy
por consiguiente la confiabilidad de los resultados!#.

En los ultimos afnos se han desarrollado sistemas
comerciales de analisis seminal asistido por computa-
dor (CASA) que automatizan el proceso y solucionan
dichos inconvenientes’®. Sin embargo, su costo de
adquisicion es muy elevado y carecen de un estandar
adecuado, lo que limita su incursion en el mercado.
Aunque en Colombia no hay presencia de estos siste-
mas comerciales, ya existen investigaciones que pre-
sentan avances importantes en el analisis automatico
de los parametros de viabilidad y concentracion'®.

El propésito de esta investigacion fue desarrollar una
herramienta computacional semiautomatica para
identificacion de trayectorias en espermatozoides
humanos, como soporte tecnolégico al analisis de
motilidad espermatica, con el fin de minimizar los
errores humanos en el diagnoéstico, dando asistencia al
experto en la deteccion del movimiento de las células
espermaticas y permitiéndole visualizar las trayecto-
rias reales a través de la pantalla de un computador,
dando lugar a un diagnostico mas objetivo.

La metodologia propuesta consiste en la aplicacion de
técnicas de vision artificial, que se componen de dife-
rentes métodos de procesamiento de imagenes y video,
tales como: deteccién de movimiento en secuencia de
fotogramas!”, operaciones morfologicas, analisis de
componentes conectados y de un filtro de Kalman para
determinar trayectorias individuales de miltiples obje-
tivos en movimiento®!,

Finalmente, la herramienta traza dichas trayectorias
sobre el video procesado.

En el presente articulo se reportan los resultados del
desarrollo y validacién experimental de una herra-
mienta computacional para la identificacion de trayec-
torias de los espermatozoides vivos sobre videos de
muestras seminales obtenidas a partir de 5 individuos.

MATERIALES Y METODOS

En primera instancia, fue necesario contar con un
equipo de microscopia con camara integrada (Eclipse-
Nikon) con objetivo de 40x y ocular de 10x. Se cont6
con un conjunto de 5 muestras seminales humanas
previamente preparadas segun los protocolos del
manual de evaluacion de la OMS!. Posteriormente, se

capturaron los videos con resolucion espacial de
1280x960 pixeles a 10 Hz.

La metodologia propuesta para la deteccion de las
trayectorias descritas por los espermatozoides se
divide en 5 etapas, como se evidencia en la Figura 1.
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FIGURA 1. Metodologia propuesta.

és de modelos gaussianos adaptativos. En la segunda
etapa se aplican operadores morfologicos para elimi-
nar ruido. Luego, en la tercera etapa se analizan los
componentes conectados en la imagen binaria.
Posteriormente, en la cuarta etapa se aplica un algo-
ritmo de Munkres y un filtro de Kalman con el objetivo
de reconstruir las trayectorias de los espermatozoides.
Finalmente, se trazan las trayectorias de los esperma-
tozoides sobre el video procesado. A continuacién, se
describen cada uno de los métodos implementados en
las etapas diseniadas y como se aplicaron a la herra-
mienta computacional propuesta.

Modelos gaussianos adaptativos
Esta técnica disefiada en"® utiliza distribuciones nor-
males para analizar los pixeles de las imagenes conse-
cutivas. Cada pixel es analizado con respecto a malti-
ples modelos gaussianos creados de manera adaptativa.
Estas distribuciones gaussianas se modelan mediante

el analisis de varianzas en los pixeles. Por lo tanto,
cuando un pixel presenta un relativo valor bajo de
variabilidad en su magnitud a lo largo de una secuencia
de fotogramas, se afirma que pertenece al fondo de
imagen, y no a un objeto en movimiento y es determi-
nado a través de la Ecuacion 1, y mediante la Ecuacion
2 se determina la densidad de probabilidad gaussiana:

P(X:) = Z{(=1 wie *N(Xe, Uier i) (1)

(Kot Bar) = —rp + 7200 mae) 27 G )

n 1
2m2|Z; |2

Donde K es el nimero de distribuciones, en este caso
fueron utilizadas 3 para representar los pixeles perte-
necientes a los espermatozoides, al fondo y a las impu-
rezas, X es el valor del pixel, es un peso estimado para
el modelo por unidad de tiempo , es la densidad de
probabilidad gaussiana, es el valor medio, la cova-
rianza en la combinacion de modelos, es el tamano del
dominio de la distribucion normal, que depende de las
3 componentes de color del valor del pixel y T repre-
senta la traspuesta de la diferencia entre el valor del
pixel y la media del médelo gaussiano.

Los pesos que modelan de manera adaptativa el
fondo fueron calculados a partir de la Ecuacion 3.
Donde es la tasa de aprendizaje y es un valor binario
determinado por la substraccion correcta de un pixel
por el modelo. La media y la covarianza para cada
modelo actualizado se calculan a partir de las
Ecuaciones 4 y 5 respectivamente. Donde es una pro-
babilidad condicional descrita por la Ecuacion 6.

wie =1 —a)w;—q +a(My) 3)

Ui = (1 = pluje—q + pXe “4)
T

Tip = (1= p)Ziemq +p(Xe — ie) (Xe — wie) 5)

p = an(Xelpi, Zi) (6)
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Las condiciones iniciales de, , y se ajustan experimen-
talmente con el fin de optimizar el proceso para el caso
en particular. De esta manera, a lo largo de los fotogra-
mas el algoritmo se entrena para la deteccion de objetos
que se encuentran en el primer plano de la imagen, ya
que éstos quedan fuera del modelo gaussiano de extrac-
cion de fondo. A medida que se procesan mas fotogra-
mas, el algoritmo genera informacion relevante para la
deteccion del movimiento y finalmente se obtiene una
mejor segmentacion de los objetos de interés.

Operadores morfologicos

La segmentacion por los modelos gaussianos es efectiva
para objetos en movimiento, pero normalmente se
presentan pequenos objetos en la imagen binaria
provocados por ruido o detecciones falsas. Por lo tanto,
antes de llevar a cabo un analisis de componentes
conectadosesnecesariooptimizarlaimagensegmentada
mediante una serie de operaciones morfologicas.

Las operaciones morfolégicas son técnicas que per-
miten ademas de eliminar pequefnas particulas de
ruido, estructurar las regiones de interés en la imagen
binaria " con el fin de ajustarla previamente para el
analisis de componentes conectados. En este caso, se
aplicoé un operador de erosion seguido de uno de dila-
tacion, con un objeto estructurante tipo circular con
un radio de 2 pixeles.

Analisis de componentes conectados

Una vez el fotograma se encuentre umbralizado, se
lleva a cabo un analisis de componentes conectados.
Los componentes conectados o n-conectados hacen
referencia a los pixeles con valor 1 que conforman una
region en la imagen binaria 2. En este caso, cada con-
junto o agrupacion de pixeles conectados representan
la cabeza de un espermatozoide en movimiento.

El propésito de este analisis es el calculo de los para-
metros geométricos de los objetos de interés. De esta
manera se obtiene el centroide del objeto, que es el
centro de masa del espermatozoide y corresponde a las

coordenadas de éste sobre la imagen, lo que permitira
llevar a cabo su rastreo. Ademas, se calcula la excentri-
cidad o redondez con el objetivo de discriminar y des-
cartar aquellas detecciones, que no presentan una
forma similar a la de un espermatozoide.

Algoritmo de Munkres y filtro de Kalman

El algoritmo de Munkres (Munkres, 1957) tiene como
fin realizar una asignacion directa de m elementos a n
destinos por medio de una matriz m x n denominada
matriz de costes cuya suma sea minima. Desde el
punto de vista de la herramienta propuesta, en cada
fotograma se presentan multiples detecciones de
espermatozoides que deben ser asignadas a un con-
junto de trayectorias determinadas.

La matriz de costos n x m que se plantea en este caso,
corresponde a n trayectorias y m detecciones. Cada
elemento de la matriz representa la distancia entre el
punto de referencia de una trayectoria establecida con
el punto de deteccién para un fotograma determinado.
El método de Munkres permite desarrollar un criterio
para asignar una deteccion a una trayectoria segin su
posicion de manera muy precisa.

Por otra parte, el filtro de Kalman (Kalman, 1960) es
un algoritmo matematico que funciona mediante un
mecanismo de prediccién y correccion en la forma de
un sistema de retroalimentacién. Basicamente actta
como un estimador de un nuevo estado a partir de esti-
maciones previas agregando un valor de correccion,
minimizando asi errores de prediccion.

La etapa de prediccion funciona como una proyeccion
de las variables de estado mediante las Ecuaciones 7 y
8 del filtro de Kalman en tiempo discreto:

56\]: = Afk—l + Buk (7)

Py = AP AT +Q  (8)
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Donde es el vector de estado actual que en espacio de
estados determina el comportamiento dinamico del
sistema y desde el punto de vista de la presente aplica-
cion representa la posicion actual del espermatozoide
sobre el video teniendo en cuenta estados anteriores.
El subindice representa el estado previo, y son matri-
ces de transferencia de estados, representa la entrada
del sistema y se obtiene mediante la medicion de la
posicion, esla covarianza de error a prioriy eslacova-
rianza de ruido del proceso. La etapa de correccion es
el resultado de la retroalimentacién al actualizar las
mediciones introduciéndolas a la estimacion a priori,
por medio de las Ecuaciones 9, 10y 11:

K, =P HT(HP;HT + R)™* (9)
J?k =5C\,:+Kk(Zk—H5C\]:) (10)

P, = —-KyH)P, 1)

Donde es la ganancia de Kalman que disminuye la
covarianza de error a posteriori, es una matriz relacio-
nada al estado de la medicion, esla covarianza de error
de la medicion y es la medicion actual del sistema.

Esta técnica aritmética contribuye en la construccion
de las trayectorias espermaticas llevando a cabo pre-
dicciones basadas en las posiciones previas de la cabeza
del espermatozoide. Mientras, el algoritmo de Munkres
asigna la deteccion que mas probabilidades tenga de
pertenecer a determinada trayectoria basado en la con-
figuracion del filtro de Kalman.Esta asignacion pasa a
ser la posicion actual del espermatozoide y asi se actua-
liza mediante la correccién de su coordenada en el
fotograma. Cuando un espermatozoide se desenfoca o
no es detectado en la imagen, el filtro de Kalman rea-
liza la prediccion de su posicion hasta que éste vuelvaa
aparecer y ser detectado.

Aquellas detecciones que no son asignadas a ninguna
trayectoria se toman como las posiciones iniciales de
nuevas trayectorias. Las trayectorias inestables, es

decir, aquellas que contienen pocas detecciones inicia-
les o presentan una carencia de detecciones consecuti-
vas muy grande son descartadas del proceso, debido a
que probablemente se traten de errores de deteccion.

ANALISIS DE RESULTADOS

Deteccion de movimiento y segmentacion

Se estudiaron los resultados de la etapa de seg-
mentacion llevada a cabo por el método adaptativo de
modelos gaussianos y se encontr6 que el método sigue
con alta precision la trayectoria del espermatozoide. A
continuacién, en la Figura 2, se muestran mediante
circulos rojos los espermatozoides en movimiento que
fueron detectados y segmentados a través de los foto-
gramas analizados. En las Figuras 2-B1 a 2-B3 se
observa una serie de fotogramas consecutivos repre-
sentando la segmentacion de dos espermatozoides.
Evidenciando que el método detecta eficientemente
los espermatozoides en movimiento y permitio obtener
altos indices de correlacion con respecto a lo obser-

vado por un técnico experto.

.

-
-

FIGURA 2. Secuencia de fotogramas mostrando la seg-

mentacion por movimiento de espermatozoides.
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Eliminacion de ruido

Mediante la aplicacion de un operador de apertura, se
logro reducir notablemente el tamafio de las particulas
generadas por detecciones erréneas de movimiento.
Mientras la erosion elimina las particulas mas peque-
fnas, la dilatacion restaura el tamafio de las regiones
que representan las cabezas de los espermatozoides en
movimiento. En la Figura 3 se muestra el efecto del
operador de apertura, en la cual se logra eliminar
pequenas areas que representan células muertas o
artefactos que se mueven tras el paso del espermato-
zoide en el liquido seminal.

FIGURA 3. A. Segmentacion por modelos gaussianos. B.
Eliminacion de ruido a través de operadores morfolégicos.

Obtencion de centroides

FIGURA 4. A. Imagen sin ruido. B. Objetos considerados
espermatozoides.

En esta etapa se calcularon los centroides de las cabe-
zas de espermatozoides. En la Figura 4 se evidencia
que existen ciertas regiones que se encuentran marca-
das por un circulo amarillo. Estos objetos son conside-
rados como cabezas de espermatozoides. Esta técnica
pudo discriminar de manera efectiva al analizar el

area y la excentricidad, aquellos objetos cuyas areas
estén fuera del rango de 90-110 pixeles y excentricida-
des mayores a 0.85 fueron excluidos. Luego, se calcu-
laron sus coordenadas y aquellos objetos que no son
considerados como espermatozoides simplemente son
descartados.

Construccion de trayectorias
Se encontrd que las trayectorias espermaticas fueron
detectadas y asignadas de manera satisfactoria. En la
Figura 5-A se observan los centroides detectados a lo
largo de una serie de 30 fotogramas. Las asignaciones
de éstas detecciones dan como resultado la obtencion
de las trayectorias reales mostradas en la Figura 5-B.

FIGURA 5. A. En rojo: detecciones para cada fotograma. B. En
azul: asignaciones a trayectorias.

Se obtuvo entonces que cada trayectoria fue diferen-
ciada de las demas, incluso cuando existe una superpo-
sicion de centroides pertenecientes a dos trayectorias
espermaticas diferentes, el algoritmo de Munkres
puede asignar cada centroide de forma correcta. Por su
parte, el filtro de Kalman para cada espermatozoide se
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configuré de manera experimental con una varianza
de posicion de 100 pixeles, una varianza de velocidad
de 10 pixeles por segundo y un ruido de medicién de
magnitud 50, hallando asi el mejor desempeno posible.

Validacion

Con el objetivo de validar la metodologia propuesta,
se realiz6 un experimento en el cual se analizaron
videos correspondientes a 5 muestras de individuos
con diferente comportamiento espermatico. Para ello,
se compararon los resultados hallados mediante la
herramienta computacional con respecto a la cantidad
de trayectorias espermaticas detectadas por el técnico
experto en andrologia, el cual observd cada video y
basandose en su criterio determiné la cantidad de tra-
yectorias descritas por espermatozoides en movi-
miento. Posteriormente, se calculé una correlacion
simple con los datos obtenidos en el experimento. En la
Tabla 1 se evidencia una precision minima del 83,33%
y una maxima del 96,00% para videos con diferentes
caracteristicas. En general, el algoritmo conserva un
promedio de error del 10% con respecto a la observa-
cion del especialista. Evaluando el total de trayectorias
espermaticas detectadas se encuentra que la precision
del algoritmo propuesto fue superior al 90,91 %.

TABLA 1. Correlacion simple de los resultados obtenidos.

Muestra ﬁlguﬁﬁnu Experto Precisidn

1 11 13 84.62%
2 12 14 85,71 %
3 15 18 g333%
4 24 26 92.31%
3 48 50 96,00 %
Total 110 121 90,91 %

Por otra parte, se realiz6 la validacion estadistica la
cual permiti6 evidenciar para las 5 muestras de semen
humano, que la herramienta computacional con res-
pecto a los métodos tradicionales bajo microscopio
presentd un coeficiente de determinacién mayor a
0.9992, indicando que la herramienta determina el

99.92% de la trayectorias que encuentra el experto,
con un sesgo de 2.3621 trayectorias de desfase entre
las dos mediciones; corroborando la precision de la
herramienta para determinar trayectorias de esperma-
tozoides sobre un video a partir de una muestra semi-
nal. A continuacion, en la Figura 6 se muestran los
resultados del analisis en cuanto a la correlacion del
namero de espermatozoides en movimiento detecta-
dos tanto por el algoritmo como por un técnico experto.

Dhspersion de la medida del agonimo frente a la
medida manual

¥ y = 0926 + 2,3621
- R 900}

[+ 11 0 ) o] ] A7

Espermatoenides en movimicnio

Espermatozoldes en movimienio
detectados por el alzorlimo

FIGURA 6. Validacion estadistica de la herramienta frente al
analisis manual.

Finalmente, se realizo la correlacion estadistica de los
resultados obtenidos y no se encontré variabilidad sig-
nificativa entre la medida manual y la herramienta
computacional.

60
N Experto=—8=Algoritmo

Cantidad de espermatozoides
conmovimiento

v

1 h 3

Muestras seminales

FIGURA 7. Tendencia de los resultados del algoritmo pro-
puesto con respecto al analisis por parte del técnico
experto.
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En la Figura 7, se muestra la tendencia de los resulta-
dos obtenidos con la herramienta frente a los resultados
obtenidos por el técnico experto en cuanto al nimero
de espermatozoides rastreados correctamente para las

5 muestras observadas, en ella se evidencia que la can-
tidad de trayectorias correctas halladas por la herra-
mienta computacional, concuerda con las del técnico en
cada uno de los individuos involucrados en el proyecto.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El procedimiento de preparacion de la muestra semi-
nal para la adquisicion del video objeto de analisis, es
muy importante ya que se debe garantizar que en las
imagenes se minimice la presencia de objetos indesea-
dos, impurezas o residuos de otros materiales. Ademas,
se debe controlar la concentracion de espermatozoides
con el fin de evitar aglomeraciones que perjudiquen el
correcto analisis y desempeno del algoritmo propuesto.

Lo anterior facilita la segmentacion, ya que el movi-
miento de estas particulas genera detecciones err6-
neas en la imagen binaria, provocando asi muchas
distracciones que el algoritmo propuesto debe enfren-
tar. Por lo tanto, una buena calidad de videos repercute
positivamente en el desempeno de la segmentacion
por modelos gaussianos adaptativos.

Se evidenci6 que algunos espermatozoides no fueron
segmentados mediante la metodologia propuesta. Esto
se debe a que no presentaron movimiento alguno, por
lo que el método de modelos gaussianos adaptativos
solo diferencia aquellos espermatozoides que presen-
tan un desplazamiento entre un fotograma y el
siguiente de manera efectiva.

La cantidad de falsos centroides calculados por medio
del analisis de regiones fue significativa, por tanto,
mediante la técnica de apertura morfolégica se consi-
guio filtrar las particulas remanentes de la etapa de
segmentacion y mejorar asi los resultados del analisis
de regiones en la imagen binaria. A pesar de esto, fue
incluso necesario desarrollar una fase de discrimina-
cion a partir de areas y excentricidades, para minimi-
zar aiin mas las detecciones erréneas.

Teniendo en cuenta que las trayectorias recorridas
por los espermatozoides se consideran como un sis-
tema dinamico no definido, se ajustaron las constan-
tes del filtro de Kalman de manera experimental. Las
observaciones tanto del desplazamiento como la velo-
cidad de los espermatozoides en pixeles por segundo
en el video sirvieron como un referente para la confi-
guracion del filtro de Kalman.

A causa de que los videos capturados para la prueba
de la herramienta computacional presentan solamente
10 fotogramas por segundo, la etapa de construccién
de trayectorias se ve afectada debido a que no existe la
cantidad de informacion suficiente para la descripcion
detallada del comportamiento cinético de los esper-
matozoides. Se recomienda que como minimo los
videos deben poseer 30 fotogramas por segundo, y
para analisis mas robustos de 60 fotogramas por
segundo.

En conclusion, a través de la metodologia propuesta,
se logré implementar un algoritmo modular y configu-
rable que permita la deteccién y rastreo de las trayecto-
rias espermaticas a través de un conjunto de técnicas
de procesamiento digital de video con 90.91% de exac-
titud con respecto al analisis manual. Asi mismo, pre-
sent6 un coeficiente de determinacién mayor a 0.9992,
indicando que la herramienta computacional desarro-
llada detecta el 99.92% de la trayectorias encontradas
por un experto, ademas se encontr6 mediante el
modelo de regresion un sesgo de 2.3621 lo cual indica
una diferencia minima entre las dos metodologias;
corroborando la precision de la herramienta para deter-
minar trayectorias de espermatozoides sobre un video.
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De esta forma, se brinda un soporte tecnologico parala
observacion del comportamiento cinético de los esper-
matozoides, lo que le servira de asistencia a un experto
para llevar a cabo un analisis mas objetivo de motilidad
espermatica en muestras seminales humanas.

De manera similar a lo establecido en un estudio piloto
mediante el software ImageJ!, por medio de la herra-
mienta computacional desarrollada se puede identificar y
rastrear las trayectorias de espermatozoides en video, para
la determinacion de la motilidad espermatica individual.

Finalmente, con la metodologia propuesta se llegb a
una primera aproximacion, que permite la identifica-
cion de parametros espermaticos sin depender de sis-
temas computacionales (CASA). El trabajo futuro se
centrara en determinar la motilidad espermatica indi-
vidual en humanos, mediante una aplicaciéon real que
permita incorporar la deteccion del nimero de esper-
matozoides muertos, vivos con movimiento y sin
movimiento. Asi como también, clasificar las trayecto-
rias a través de los indices de rectitud y velocidad pro-
medio de manera automatizada.
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