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Resumen— Este articulo presenta el disefio y construccién de un
aplicativo WEB para evaluar la motilidad y vitalidad de una
muestra espermatica, considerando las especificaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud definidas para el examen de
semen y utilizando funciones de procesamiento digital de
imagenes desarrolladas sobre la plataforma MATLAB donde los
algoritmos implementados son ejecutados y sus resultados son
visualizados desde un entorno WEB que se encuentra alojado en
un servidor APACHE, el cual puede ser utilizado por un
bacteriologé para ofrecer soporte en el diagnostico de la
infertilidad masculina.
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Abstract— In this article we present the design and construction
of a WEB application to evaluate the motility and vitality of a
sperm sample considering the specifications of the World Health
Organization defined for the examination of semen and using
functions developed digital image processing on the MATLAB
development environment where the algorithms implemented are
executed and the results are displayed from a web environment
that is hosted on an APACHE server which can be used by a
bacteriologist to provide support in the diagnosis of male
infertility..
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L INTRODUCCION

La fertilidad en los varones a disminuido en las dltimas
décadas las principales causas de infertilidad en las parejas se
atribuyen a la disminucién de la calidad del semen, esta
condicién se encuentra relacionada con multiples factores
como el consumo de alcohol y tabaco, el medio ambiente, la
obesidad, la disminucién del tamafo testicular, las
enfermedades de transmision sexual, entre otros factores
causales. La infertilidad se encuentra presente en muchos
hombres donde participa en un 50% en los casos presentes en
las parejas, algunos varones desconocen su situacién debido al
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cardcter asintomadtico que presenta este tipo de anomalia. La
infertilidad afecta a muchas parejas esto ha incentivado al
desarrollo de multiples investigaciones enfocadas a
determinar la causas en la disminucién en la movilidad y
vitalidad de un muestra espermética y cuantificar el impacto
de estos fendmenos en la fertilidad masculina y a partir de
crear mecanismos para mitigar esta disfuncién. [1] [2] [3]

La evaluacién de semen se ha basado generalmente en el
trabajo manual de bacteri6logos que debido a su nivel de
capacitacién y experiencia obtienen resultados practicos que
son satifactorios, sin embargo, el andlisis manual de la
motilidad, vitalidad y morfologia de la muestra tiene poca
efectividad cuando se desea realizar una prediccion del
potencial de fertilidad. Esta pobre correlacién proviene de
muchos factores lo que se hace a este tipo de estudio
subjetivo, impresiso, inexacto y de dificil de estandarizarlo.
Utilizar técnicas de procesamiento digital de imdgenes
permite entregar resultados objetivos y reproducibles.

La insercién de las TIC en el sector salud estd mejorando la
calidad de vida en la poblacién, con el desarrollo de
herramientas que apoyan los procesos de investigacion,

prevencion, diagndstico 'y tratamiento para diversas
enfermedades. Ademds al considerer los avances de la
telemedicina  estos permiten que  aplicativos software

ofrezcan soporte de forma remota al diagndstico de diversas
patologias utilizando diversos equipos medicos. El entorno de
desarrollo MATLABRI3 permite operar funciones
desarrolladas en codigo fuente desde un portal WEB
utilizando conexiones de red, de esta forma se pueden
desarrollar aplicativos en la nube que aprovechen la
versatilidad del las herramientas que ofrece este entorno de
desarrollo. En la solucién del problema de que trata este
articulo se ha usado la herramienta Image processing
toolbox, el cual permite desarrollar o implementar algoritmos
para realizar operaciones morfolégicas, de umbralizacidn,
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filtrado y segmentacién para poder cuantificar la vitalidad y
motilidad de una muestra espermatica.

En este articulo se describe la experiencia en el disefio vy
construccion de un aplicativo web que se encuentra alojado en
un servidlor APACHE que interactua con un cddigo
desarrollado en MATLABR13 que permiten evaluar la
motilidad y vitalidad de una muestra espermadtica, detectando
los parametros cinemadticos y cuantificando la cantidad de
espermatozoides vivos o muertos desde un archivo de video o
imagen, para esto se consideran los criterios de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). [4]

II. METODOLOGIA.
A. Cuantificacion Fertilidad.

Para cuantificar la fertilidad del factor masculino se realiza un
exdmen macroscépico y microscépico del semen llamado
espermograma, el andlisis a gran escala del esperma permite
evaluar el volumen, color, aspecto y viscocidad, a pequefia
escala provee informacién para valorar la morfologia, la
vitalidad y motilidad de los espermatozoides, lo que permite
ponderar las alteraciones presentes en la calidad del semen.

(21 [31[4]
A.l. Vitalidad espermatica.

La vitalidad espermdtica se calcula considerando la
proporcién de espermatozoides vivos. Cuando se encuentran
que mds del 50% de estos estdn inmdviles, la vitalidad se
determina utilizando tincién supravital porque en las células
muertas se altera permeabilidad de membrana permitiendo el
paso libre de los fluidos, las técnicas de tincidn son las que
hacen posible diferenciar los espermatozoides inméviles vivos
de los muertos, ademds la presencia de una gran proporcion de
células inmdviles pero vivas puede ser indicativa de defectos
estructurales en los espermatozoides. [2] [3] [4]

A.2 Motilidad Espermatica.

La motilidad espermadtica cuantifica la calidad del esperma, la
motilidad se relaciona principalmente con la estructura del
flagelo y la composicién bioquimica del medio extracelular en
el que se encuentra el espermatozoide y que comprende el
plasma seminal y moco cervical entre otros. [4]

La motilidad en los espermatozoides moviles se clasifica
segin la OMS en cuatro categorias:

Categoria a: El movimiento espermdtico de traslacion se
considera rdpido, rectilineo y cuantitativamente mas
importante que el desplazamiento lateral de la cabeza. [4]
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Categoria b: El movimiento espermdtico de traslacién es
progresivo, pero cuantitativamente menor que en la motilidad
activa de grado 3 y confrecuencia no rectilineo. [4]

Categoria c: El movimiento de traslacién es minimo o
inexistente y de amplitud semejante al desplazamiento lateral
de la cabeza y cola. [4]

Categoria d: Espermatozoides inmdviles.

La OMS recomienda aceptar una muestra de semen con una
normal motilidad espermadtica, cuando por lo menos el 50% de
los espermatozoides estdn dotados de motilidad progresiva
tipo a y b o cuando exista mds de un 25% de tipo a.

B. Anilisis de la muestra espermatica.
B.1 Registro de la muestra espermatica.

El registro de imdgenes sobre la muestra espermdtica se
realizaron con un microscopio HIROX, utilizando un zoom de
700x y 1200x, donde se consideré aceptable la iluminacién
proporcionada por el microscopio y un tiempo de exposicion
en la adquisicidn de los videos de 10s.

Fig. 1. Registro de la muestra espermética microscopio HIROX.
B.2 Andlisis de los videos.

Para el andlisis de vitalidad espermadtica se tifio la muestra con
eosina 5% para realizar la coloracién de los espermatozoides
muertos, esta tincion es la mas utilizada en los laboratorios
clinicos de Bucaramanga cuando se realiza un examen de
vitalidad.

Las imdgenes tomadas con tincién, permitieron resaltar el
contorno de los espermatozoides muertos diferencidndolos del
medio circundante, lo que facilita en cierta forma el
procesamiento digital de la imagen.

Fig. 2. Imagen capturada de la muestra espermadtica.
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Para el andlisis de motilidad a cada frame del video se le
incrementd el contraste entre los espermatozoides y el fondo
realizando la conversién del espacio de color de RGB a
YCBCR vy se observé que la capa donde se resaltan mds los
espermatozoides es en la capa Y.

Las imdgenes de vitalidad se analizaron realizando una
conversion de espacio RGB a LAB donde se tom¢ el plano A,
donde se resaltan los espermatozoides muertos. Para eliminar
las pequeiias burbujas y hematies presentes en la muestra, en
las imagenes de vitalidad se aplicé presentes en la muestra se
aplico un filtro de media con una ventana de 5x5, esta
seleccidn se debe a que los objetos que se desean extraer son
las cabezas de los espermatozoides los cuales tienen formas
circulares u ovaladas, es decir se resaltaron las cabezas de los
espermatozoides sobre el resto de la imagen. [5] [6]

Para la segmentaciéon de los frames de video se
implementaron dos métodos ya que las intensidades de los
videos varfan dependiendo de la muestra, modificando
pequefias condiciones entre un video y otro. La diferencia
entre estos dos métodos se basa en las caracteristicas de
umbrales y dreas, el primero es el método de umbralizacién de
Otsu y el segundo método consideré el andlisis de los
histogramas para diversas imdgenes donde se pudo determinar
un umbral 0.2 para segmentar los espermatozoides del fondo
en la imagen y de 0.8 para segmentar los espermatozoides
muertos de la imagen. [6]

Después de tener la seleccion del umbral en la imagen se
binarizé y se realiz6 un llenado de los agujeros, después se
realizé un filtrado morfolégico de dilatacién y erosién para
separar objetos pequeflos que se encuentren muy cerca, se
eliminaron las 4dreas menores de 50 pixeles y se etiquetaron
las cabezas de los espermatozoides, por dltimo se realizé la
operacion l6gica OR entre los espermatozoides muertos
encontrados y la imagen con todos los espermatozoides
segmentados donde por diferencia se determina los
espermatozoides vivos de esa muestra.

Fig. 3. Imagen espermatozoides muertos segmentados.
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Fig. 4. Imagen espermatozoides muertos segmentados.

A continuacién se presenta la imagen original con el recuento
de espermatozoides vivos y muertos.

Fig. 5. Imagen original espermatozoides vivos y muertos.

Al analizar las imdgenes con el software se clasificaron
correctamente los espermatozoides muertos en un 69%, y el
31% restante pertenece a clasificaciones erréneas de muertos
por falsos negativos debido a los cambios de la iluminacién
del entorno la cual no se pudo controlar porque no se dispone
de filtros y el laboratorio es utilizado para otras actividades
académicas. El algoritmo de segmentacién se adapto para que
clasificara la mayor cantidad de espermatozoides muertos
correctamente. Para la verificacion del andlisis de la vitalidad
dentro de las imdgenes seleccionadas también se realizé por
inspeccién visual y de acuerdo a la coloraciéon de los
espermatozoides se podian clasificar en vivos y muertos
(Rojos).

El andlisis de motilidad se evalué considerando una funcién
de trayectoria para cada uno de los espermatozoides que
aparecen en la secuencia de las imdgenes

Para analizar la trayectoria se considerd el supuesto de que los
datos estdn ordenados en una matriz donde cada fila
corresponde a los datos de la cabeza del espermatozoide y las
columnas son respectivamente el nimero de imagen en la que
aparece la cabeza del espermatozoide, la coordenada
horizontal y vertical del centroide de la cabeza del
espermatozoide, como se puede apreciar en la siguiente tabla
1.
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Frame Inicial Final
1 X1 Y1
1 X2 Y2
2 X1 Y1
n Xl1n X2n

Tabla 1. Informacion de los centroides.

Para el andlisis de cada trayectoria se manejaron tres
pardmetros que se describen a continuacion:

1. L Numero minimo de puntos que debe contener cada
trayectoria.

2. Epsilon € Maximo desplazamiento (en pixeles) de un
espermatozoide de una imagen a la siguiente.

3. “Salto* Numero de imdgenes en las que un espermatozoide
puede desaparecer en una secuencia.

Para analizar estos pardmetros se explica a continuacién cual
es el método para seguir un espermatozoide y construir una
trayectoria.

Para evaluar cada trayectoria se consider6 la representacion de
la figura 4 en la parte izquierda aparece representado un
esquema de la posicion de las cabezas de los espermatozoides
correspondientes a la imagen N. El que esta marcado en rojo
corresponde al espermatozoide que se esta siguiendo. En la
parte derecha aparece los espermatozoides de la imagen N +
1 sélidos y los de la imagen N huecos. El punto hueco que
estd marcado en rojo es la posicién del espermatozoide en la
imdgen N. La posicién del espermatozoide en la imagen N + 1

es el punto s6lido marcado en rojo dentro del circulo de radio.

Imagen N Imagen N+1
Q T
] i~ ©
'f\/\;“ ..
= =l
N/ ¥
@ o /('f—"’ b1
¢ |
\'\
\\
® @ o / O
<

Fig. 6. Metodologia para evaluar la trayectoria.

La fila de la matriz de datos se relaciona con un

Scientia et Technica Afio XIX, Vol. 19, No. 1, Marzo de 2014. Universidad Tecnoldgica de Pereira.

espermatozoide para nuestro ejemplo la fila 1 a la 16
representan los datos del primer frame y las filas desde la 17
ala 33 son los de la segundo frame y asi sucesivamente.

Primero se seleccionan los centroides correspondientes a la
primer frame, después se comparan con las filas
correspondientes al siguiente frame, posteriormente se busca
cual de todos los centroides es el mas cercano, siendo este la
nueva posicién para cada uno de los espermatozoides que se
estd siguiendo, esto se realiza considerando que la distancia
entre los centroides de la primera y la segunda imagen deben
ser menores que “épsilon” , si cumple esta dltima condicién
de proximidad, el centroide de la segunda imagen pasa a ser
de la primera imagen e iteramos el proceso.

Si Salto es igual a cero, la trayectoria que sigue un
espermatozoide se deja de construir, cuando la separacién
proximos de dos imdgenes
consecutivas es mayor que €. Si “salto" es distinto de cero se
permite que no se encuentre el centroide en un nimero de
imagenes igual a Salto y si reaparece se unird a la trayectoria
si el centroide se encuentra en una distancia menor que €.

entre los centroides mas

Para que no se confundan las trayectorias de los centroides se
especifico en el cédigo que todos los datos que pertenecen a
cualquier trayectoria se marcan para no repetirlos en la
busqueda espermatozoide N. La posicion del espermatozoide
en la imagen N + 1 es el punto s6lido marcado en rojo dentro
del circulo de radio.

Cuando se termina de construir una trayectoria se elige un
nuevo punto inicial y se repite todo el proceso. No se
consideran trayectorias aquellas que no tienen un nimero de
puntos mayor o igual que “L".

Para cada espermatozoide que se ha reconocido la funcién
trayectoria existe un archivo que contiene datos suficientes
para trayectoria que ha
espermatozoide en funcién del tiempo.

reconstruir la seguido el

Clasificacién de las muestras. Para la visualizacién y
clasificacién de las trayectorias construidas en el programa,
las trayectorias aparecen representadas por las coordenadas
del centroide en funcién del tiempo y el espermatozoide que
ha seguido trayectoria

dependiendo de la clasificacion segtin la OMS.

esa marcada toma un color

Para los célculos de la velocidad de los espermatozoides, se
obtuvo la magnitud del vector de la trayectoria entre el primer
centroide, en el siguiente y asi sucesivamente hasta completar
todos los puntos que pertenecian a esa trayectoria, por medio
de la siguiente expresion.
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Magnitud vector = \/(x1 — x2)% + (y1 — y2)? (1)

Andlisis de las trayectorias y velocidades espermaticas.

vCL
1raye=(u|vj<wedia /’ \

Trayectoria
curvilinea

wSL

\Travedoria enlinearecta

Fig. 8. Andlisis de la trayectoria y velocidades evaluando los
pardmetros VCL, VSL, VAP. [7]

Luego se sumaron todas las magnitudes de una misma
trayectoria y se dividi6 por el inverso de la velocidad de frame
Rate que equivale al tiempo que demord cada frame en
reproducirse, este multiplicado por el nimero de centroides
para calculo de la velocidad curvilinea VCL. [4] [7] [8]

> Magnitudes de las lineas de trayectoria
VCL = 1 )

* #Centroides de la trayectoria)

Frame Rate

Para hallar el valor de la velocidad rectilinea VSL, se trazé un
vector entre el centroide inicial y final, donde se calculo la
magnitud de ese vector y se dividié en por el tiempo de cada
frame multiplicado por el numero de centroides de Ia
trayectoria. [4] [7] [8]

Magnitud del vector entre centroide inicial y final

VSL = 1 3)
(m * #Centroides de la trayectoria)

Y por tltimo la velocidad media de la trayectoria VAP fue
calculado como el promedio de la longitud de las lineas entre
centroide y centroide de una misma trayectoria dividida por el
tiempo de cada frame multiplicado por el ndmero de
centroides de la trayectoria. [4] [7] [8]

Promedio de la longitud de las lineas entre centreoides
VAP = C))

(m * #Centroides de la trayectoria)

En la figura siguiente se presentan la clasificacién de los
estandares de los colores OMS. [4]

Tipo: A
Tipo: B

Tipa: C

Iat|

Fig. 9. Colores trayectorias definidas por la OMS.
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Cada clasificacion se categoriza por las siguientes
velocidades.
CLASIFIC TIPO DE VELOCIDAD
ACION MOTILIDAD
Clase a Excelente(Velocidad
alta con trayectoria >25um/s a 37°C
rectilinea)
> 20pm/s a 20°C
Moderada(Velocidad 5>X< 25um/s

Clase b media con

trayectoria poco o nada

rectilinea)

Clase ¢ No <Spm/s

progresiva(Movimiento

del
espermatozoide sin
apenas
desplazamiento

Clase d 0 pm/s

Ausencia de movilidad

Tabla 2. Informacién de las trayectorias.

A continuacién se presenta una imagen de una muestra
espermatica con las diferentes trayectorias detectadas con el
algoritmo, utilizando los colores definidos por la OMS.

Fig. 10. Visualizacion de la trayectoria de los espermatozoides

Para la conversiéon de pixeles a micras, se logré determinar
que un recuadro de 200 pm es aproximadamente igual a 167
pixeles, y de ahi se calcul6 que un pixel es aproximadamente
0.83 pm.

En la siguiente tabla se presentan los resultados en la
deteccion de trayectorias para cada uno de los diferentes

videos utilizados.
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Video Trayectori | Trayectorias Trayectorias
a Detectadas no
Detectada | Defectuosame | Detectadas.
nte
1 22 2 3
2 78 5 9
3 26 0 2
4 33 0 5
5 18 0 4
Total 177 7 23

Tabla 3. Informacién de las trayectorias.

El software analizé correctamente la trayectoria del 86% de
los espermatozoides presentes en los videos seleccionados, el
14 % restante pertenece a andlisis incorrectos debido a que no
se detectaron los espermatozoides de forma correcta o la
trayectoria no se detecto correctamente por las limitaciones
del algoritmo.

C.1 Desarrollo del aplicativo WEB.

Para desarrollar el aplicativo WEB se utilizé un servidor en
Matlab llamado WEB SERVER, el cual permite la ejecucién
de ficheros “.M -File” y conectar internamente a un servidor
APACHE que tiene alojado una pagina Web, esto permite
utilizar de manera remota utilizar los toolboxes y funciones
desarrolladas dentro del entorno de desarrollo de MATLAB.
(9]

Este servidor inicialmente solo permitia la ejecucién de
archivos HTML y la interaccién entre la pagina WEB vy los
archivos .M -File era muy baja, generando grandes retardos
cuando se pretendia subir una archivo de video de gran
tamafio al servidor local impidiendo analizar la informacidn,
por lo tanto la funcién WEB-SERVER se modificé para poder
utilizar las funciones motilidad desarrolladas en MATLAB .

I!m 192.1680.103 !

Fig. 11. Aplicativo web para evaluar la motilidad y vitalidad.
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A continuacion se presenta la interfaz para cargar la imagen o
video obtenido del microscopio.

Iwﬁl 1921680103/ !

Fig. 12. Interfaz gréfica para cargar una imagen.

Cada una de las interfaces graficas y algoritmos utilizados
para cargar los archivos de video “.AVI” y de imagen “.JPG”
que fueron utilizados en los test de motilidad espermaética y
vitalidad espermdtica se realizaron en el programa Adobe
Dreamweaver, para el sitio WEB se disefi6 un control de
acceso donde el usuario se debe registrar a través de un breve
formulario y luego introducir los datos que ha proporcionado
anteriormente para poder acceder al uso de la plataforma. El
cédigo para cargar el archivo de video se debio desarrollar
completamente en el lenguaje PHP (Personal Home Page)
debido al tipo y tamafio de los archivos de video.

Una vez el archivo de video o la imagen han sido cargados en
el servidor, se inicia automaticamente el grupo de algoritmos
de procesamiento digital de imdgenes que se han desarrollado
y almacenado en el WEB SERVER, este procedimiento puede
tarda alrededor de 2 minutos, una vez estos algoritmos
terminan de procesar todos los resultados, son presentados en
una interfaz en HTML para que el usuario pueda visualizar los
resultados del test obtenidos y comprobarlos con andlisis
visual de la imagen o el video dependiendo del tipo de analisis
que desea realizar.

En la figura 10 se presentan los resultados de vitalidad y en la
figura 11 se presentan los resultados de motilidad espermatica
dentro aplicativo WEB, donde se presenta el nimero de
espermatozoides vivos y muertos dentro de la imagen, en el
procesamiento del video se visualizan las trayectorias y se
calculan los parametros (VCL, VSL, VAP) para cada uno de
los espermatozoides moviles.
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<) Movi Sperm

192.168.0.103/showima.ht

III. CONCLUSIONES

) m Se desarrollo un aplicativo web para evaluar la motilidad y
'L N vitalidad de una muestra espermatica en el entorno de
4

by R e — . .

o NN - ‘R (‘f—'f— desarrollo Matlab, donde se desarrollo los algoritmos para el
N M Q_C{k procesamiento digital de imdgenes.
 Analizar  Cerrar Sesion J

En el diagnostico de la vitalidad espermdtica realizado sobre
las imdgenes se logro determinar de forma correcta el 69% de
[MAGENFROCESADA \} los espermatozoides que se encuentran muertos mientras que
. el 31% pertenece a clasificaciones erréneas debido a la
iluminacién de la imagen y la diferencias presentes en cada
muestra espermdtica esto se valido con una inspeccién visual
de la muestra realizada por el bacteriélogo.

El andlisis de la vitalidad en los videos analizados de la
muestra espermatica se detecté correctamente el 86% de las
trayectorias en los espermatozoides presentes en los diferentes
videos y el 14% restante pertenecen a trayectorias incorrectas,
estos resultados se compararon con la inspeccién visual de las
muestras realizadas.

RECOMENDACIONES

Para reducir el tiempo en andlisis de la muestra y mejorar la
clasificacion, se recomienda implementar los algoritmos que
utilicen las redes neuronales.

En proyectos para posteriores versiones se debe profundizar
en técnicas de segmentacion mds robustas para el andlisis

)

3 | @‘@ = !‘ morfoldgico del espermatozoide.
N @= N g p
S\ ((QF @SN
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