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ABSTRACT

A new computerized methodology is described in which detection and
tracking of human spermatozoa in semen are analized using a personal
computer. Several aproaches are studied in order to quantify the number
of spermatozoa and to characterize the swimming motion.

1. INTRODUCCION

Hasta el momento, los métodos empleados para la determinacién de
pardmetros derivados del andlisis de semen humano se han realizado bien
manualmente, o bien con el uso de mdiquinas especializadas de coste
elevado, exclusivamente disefiadas para este fin. Se pretende realizar este
andlisis con mdiquinas de wuso general, en concreto en un ordenador
personal-AT (sin F.P.U.). Nuestro objetivo serd obtener un método robusto
de andlisis cuyas principales caracteristicas sean:

- Adaptabilidad a cualquier concentraciéon de espermatozoides, a

cualquier aumento de microscopio, y a las variaciones de luminosidad

con que se adquieren las imdgenes del microscopio.

- Coste computacional minimo.
Los pardmetros médicos a determinar son: la concentracién de
espermatozoides; el porcentage de espermatozoides méviles e immdviles; y
otros pardmetros obtenidos a partir de las trayectorias descritas por dichas
células a lo largo del tiempo, sobre los cuales se basan los andlisis de
fertilidad [1]. En este trabajo se han elaborado los pasos previos a la
determinacién de dichos pardmetros, que dividimos en las siguientes
etapas:

- Deteccién de las células por segmentacién de la imagen e

identificacién posterior de espermatozoides frente a otros objetos

detectados.

- Seguimiento de cada uno de los espermatozoides dentro de una

sequencia de imdgenes

2. DETECCION DE CELULAS

Para detectar los espermatozoides nos basamos en la alta luminosidad que
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presentan sus cabezas respecto al fondo de la imagen. No se consideran las
colas, de baja luminosidad y poco contrastadas con el fondo. Las imagenes
son sometidas a un proceso de segmentacién [9], para poder aislar
agrupaciones conexas de pixels, que corresponderan a posibles cabezas. Se
han desarollade tres soluciones para el proceso de segmentacién (2.1.):

- Por filtro adaptado (2.1.1.).

- Por deteccién del contorno de las cabezas (2.1.2.).

- Por Thresholding (2.1.3.).
Seguidamente se compararan los resultados obtenidos al aplicar las
soluciones desarolladas y se elegird aquella que se adapte mejor a nuetros
objetivos (2.2).
Finalmente se describiran las medidas efectuadas para la identificacion de
los espermatozoides respecto a otros objetos presentes en la muestra y
detectados en el proceso de segmentacién (2.3.)

2.1. Soluciones a la segmentacién de imagen

2.1.1. Filtro adaptado

Se realiza para detectar la presencia o ausencia de las cabezas de
espermatozoides, dentro de un fondo ruidoso. El criterio de optimizacion
del filtro responde a una maximizacién de Ia relacion sefial-ruido [2].
Considerando ruido blanco y teniendo en cuenta que la sefial detectada es
real, la respuesta impulsional del filtro es la misma sefial reflejada y
desplazada. La sefial resultante tendrd una componente de autocorrelacién
cuando la sefial esté presente y siempre una componente de correlacion
cruzada entre el ruido y la sefial. El filtro se disefia considerando la forma,
el tamafio y los niveles de gris que presentan las cabezas en funcién del
aumento [5].

2.1.2. Deteccién por contorno de las cabezas

Se detectan limites entre regiones alli donde haya cambios abruptos de
nivel de gris. Se desea detectar el limite entre las cabezas de los
espermatozoides y el fondo. EI proceso se descompone en dos pasos: la
extraccién de los elementos del contorno y la combinacién de dichos
elementos, eliminando los "falsos" elementos y fusionando los que forman
. parte del contorno [3]. Para extraer los elementos del contorno se ha
utilizado un filtro no linial de Sobel [4]. Para la conexion de los elementos
se ha utilizado un algoritmo de seguimiento del mdaximo gradiente,
adaptado al contorno de las cabezas [5].

2.1.3. Thresholding
En este caso, la segmentacién se realiza agrupando pixels de propiedades
similares [6]. Para ello se calcula el histograma de niveles de gris de la
imagen. En el histograma de este tipo de imdgenes podemos diferenciar
tres zonas:

- Zona de luminosidad baja: con algunos pixels del fondo.
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- Zona de luminosidad media: con un aumento abrupto y creciente
del nimero de pixels, seguido de una zona en donde los valores sén
méaximos, finalmente una zona en donde el ndmero de pixels vuelve a
disminuir. Esta zona corresponde al modo principal del histograma,
inico para este tipo de imdgenes y corresponde a los niveles de gris
del fondo de la imagen.

- Zona de luminosidad alta: con un nimero bajo de pixels que se
extienden hasta valores altos de luminosidad. Esta zona corresponde a
las cabezas de los espermatozoides.

La segmentacion se realiza buscando un umbral de nivel de gris que
separe el modo, correspondiente al fondo, de la zona de altos niveles,
correspondiente a las cabezas, siendo su emplazamiento en la zona de
transiciéon critico. Se contemplan diversas posibilidades para obtener el
umbral [5] y entre ellas se ha escogido la que ha dado los mejores
resultados. Esta solucién, se basa en un estudio a fondo de la derivada del
histograma ya que contiene informacién acerca de la transicién entre el
modo y la parte superior del histograma. Para ello se eliminan los rizados
de alta frecuencia del histograma y posteriormente los de su derivada. La
derivada en la zona de transicién se caracteriza por pasar de una zona de
valores muy negativos, pertenecientes a la parte descendiente del modo
del histograma, a una zona en donde la derivada es irregular y finalmente
a una zona en donde la funcién es pricticamente nula. Entre estas dos
iltimas zonas se situa el umbral.

2.2. Comparaciéon de resultados para la deteccién

La cuantificacién de los errores que se producen en la segmentacién és
dificil de resolver [7]. La solucién consiste en procesar un niimero elevado
de imdgenes de diferentes aspectos y con la ayuda de un médico
especialista realizar un estudio estadistico y obtener los margenes de error
para cada método. Previamente a realizar este estudio en el laboratorio, se
realiza un estudio con un subconjunto de imdgenes representativas. Se
valoran los siguientes factores para comparar las soluciones propuestas
anteriormente:

- Comparacién de la segmentacién obtenida con una segmentacién

. Optima. Esta iltima se realiza manualmente con la ayuda de un
! médico. Se analiza el porcentage de pixels mal clasificados.

- Comparacién con una deteccién optima: se compara el cémputo de

células obtenidas con el nimero real de la imagen analizada.

- Adaptabilidad del método: los métodos tienen que funcionar bajo

distintas condiciones, es decir, segiin aumento, luminosidad,

concentraciéon de espermatozoides y otras irregularidades que

aparezcan en la muestra.

- Coste computacional del método.
En cuanto a los dos primeros puntos se obtienen los mejores resultados
para el filtro adaptado y para el detector de contornos y entre los métodos
de Thresholding los mejores resultados se obtienen para el método de
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derivacién de histograma. La adaptabilidad del método ha resultado
similar para todas las soluciones expuestas. En cuanto al coste
computacional rtesulta prohibitivo usar el filtro adaptado o el detector de
contornos para su aplicacién en un ordenador personal y en cambio es
razonable para ios métodos de Thresholding.

2.3. Identificacién de espermatozoides

Al mismo tiempo que se detectan los espermatozoides, se detectan otras
agrupaciones de pixels existentes en la imagen producidas por la presencia
de irregularidades en la muestra. Aunque su nimero no €s elevado es
deseable suprimirlas. Las medidas efectuadas son [8]:
- El é4rea de la agrupacién, por lo que se fijan unos margenes de
tamafio en funcién del aumento.
- La forma, caracterizada por una medida de circularidad, que es igual
al area de la agrupacién dividido por la distancia media entre
cualquier punto y un punto de referencia de la agrupacién. Esta
medida es méxima para objetos de forma circular.

Conclusiones para la deteccién: entre los métodos de segmentacién, se
ha escogido el método de la derivada de histograma como el mds adecuado,
por su rapidez, alrededor de los 7 segundos, y por su fiabilidad en la
deteccién. Con la inclusién de los algoritmos de discriminacién por area y
circularidad se consigue mejorar los resultados de la deteccién, eliminando
agrupaciones de pixels incorrectas.

3. SEGUIMIENTO DE ESPERMATOZOIDES

Para este estudio se ha utilizado una secuencia de 16 imdgenes separadas
por la frecuencia de barrido de la imagen, es decir de 1/25 segundos, de
esta forma se han obtenido las trayectorias para un amplio margen de
velocidades con las que se desplazan los espermatozoides. Para obtener las
trayectorias se han considerado dos posibles soluciones: '

3.1. Por seguimiento de maximo nivel de gris

Una vez realizada la deteccién en la primera imagen, se elige como punto
" representativo de cada célula el punto de médximo nivel de gris y se
retienen sus coordenadas. La biisqueda de la nueva posicién de la célula en
la siguiente imagen, se realiza en un entorno de las cooordenadas
obtenidas en la imagen anterior, y se escoge de nuevo el punto de médximo
nivel de gris en esa zoma, como el siguiente punto de la trayectoria. Se
procede del mismo modo para cada célula y para el conjunto de imdgenes
de la secuencia.

3.2. Por correlacion

Una vez realizada la deteccién en la primera imagen, se centra la biisqueda
considerando no sélo un punto representativo, sino la célula entera. En la
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imagen siguiente y en la misma zona donde se ha detectado una célula se
realiza una correlacién con la agrupacién obtenida, a fin de detectar su
nueva posicién. Con esta solucién disminuyen los errores producidos por
cruces de trayectorias cuando la concentracién es elevada.

Conclusiones para el seguimiento: si bien la obtencién de trayectorias
es més fiable por correlacién, el coste computacional es mucho menor para
el seguimiento por nivel de gris, con resultados igualmente vélidos. No se
descarta la posibilidad de usar cualquiera de las dos soluciones anteriores
segun las exigencias del momento.

4. OTRAS CONSIDERACIONES GENERALES [5]

A partir de la trayectorias obtenidas en el seguimiento, se han desarollado
otros algoritmos complementarios para la obtencién de pardmetros de
movilidad. Ademds,se ha realizado un estudio estadistico de inferencia de
resultados a la totalidad de la poblacién, asi como otras utilidades, como es
el caso de un mend, para su uso en el laboratorio.

5. CONCLUSIONES FINALES

Se han cumplido los objetivos establecidos ya que se ha desarollado un
método robusto para la deteccién de espermatozoides fiable y a la vez
rdpido; se han escogido dos caracteristicas, de drea y circularidad, que
identifica a los espermatozoides de otras irregularidades, mejorando asi los
resultados obtenidos en la deteccién; y finalmente se han desarollado dos
soluciones para el seguimiento de trayectorias, igualmente vilidas y cuya
eleccién depende de las exigencias de tiempo o precision.
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