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@Resumen:

Procedimiento y sistema para la estimacion de la
proporcion de espermatozoides presentes en una
muestra que pertenecen a una clase determinada,
conteniendo la muestra (1) dos clases diferentes de
espermatozoides. El procedimiento comprende
capturar imagenes digitales de la muestra y describir
la textura de las cabezas de espermatozoides. Con
dichos descriptores de textura se clasifican los
espermatozoides utilizando una descripcién y
clasificacion previa realizada con un conjunto de
datos conocidos y etiquetados. A partir de esta
clasificacion, se utilizan medidas de distancia entre
diversas distribuciones, utilizando la distancia de
Jensen-Shannon, determinando, con estas medidas,
la proporcion de espermatozoides pertenecientes a
cada una de las dos clases presentes en la muestra.
Aplicable para determinar la proporcion de
espermatozoides con el acrosoma dafiado frente a los
espermatozoides con el acrosoma intacto, y para
determinar la proporcién de espermatozoides vivos y
muertos de una muestra.
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DESCRIPCION

Procedimiento y sistema para la estimacion de la proporciéon de espermatozoides presentes en una muestra que
pertenecen a una clase determinada

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencidon es un proceso automatizado para que, dada una muestra en la que hay
espermatozoides de dos tipos, estime y presente la proporcién de espermatozoides, de cada una de las dos clases,
presentes en dicha muestra.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En la actualidad, la valoracion de la calidad del semen en funcién de la integridad del acrosoma y la vitalidad de los
espermatozoides tiene mucha importancia en algunas especies animales, como es el caso del ganado porcino. Esta
valoracion se realiza habitualmente en los centros de produccion seminal o en las granjas o centros en los que se
llevan a cabo las inseminaciones artificiales, por parte de operarios especializados, normalmente veterinarios.
Ademas, habitualmente dichos centros guardan un histérico de la valoracion realizada para ir clasificando al donante
en funcién de la calidad de su semen a lo largo del tiempo.

Fundamentalmente, esta valoracion se realiza visualmente, utilizando tinciones que hacen que, bajo luz fluorescente,
queden resaltados los espermatozoides dafiados en las muestras, que son contados manualmente. Ademas de caro,
debido al coste de los equipos necesarios para llevarlo a cabo, este procedimiento es lento y esta sujeto a los tipicos
errores de la inspeccion visual humana, debidos al cansancio o falta de atencion.

Por ello, seria interesante disponer de un sistema que estimase automaticamente la proporcién de espermatozoides
con el acrosoma dafiado sin utilizar tinciones.

El analisis digital de imagen aplicado al estudio de imagenes médicas en general, y a la valoracion de
espermatozoides en particular, empezd a utilizarse hace mas de diez afios. Existen sistemas especificamente
disefiados para la evaluacion del semen, conocidos como CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Sin embargo,
ninguno de los sistemas CASA actuales analiza de forma automatica la integridad acrosémica, ni mucho menos
estima la proporcion de células dafiadas en una muestra.

Por otro lado, la mayoria de los trabajos realizados en este campo se limitan a analizar los resultados obtenidos al
evaluar el semen con los sistemas CASA existentes (C. Soler, J. J. de Montserrat, R. Gutiérrez, J. Nufiez, M. Nufiez,
M. Sancho, F. Pérez-Sanchez, y T.G. Cooper, “Use of the Sperm-Class Analyser for objective assessment of human
sperm morphology”, International Journal of Andrology, Vol. 26, No. 5, 2003, pp. 262-270), o bien comparan las
medidas proporcionadas por distintos sistemas (J.-Z. Chan, W. Krause, y C. Bohring, “Computer assisted analysis of
sperm morphology with the aid of lectin staining”, Andrologia, Vol. 34, 2002, pp. 379-383). Existen trabajos en los
que se analiza la textura de las cabezas de los espermatozoides en imagenes en contraste de fase para determinar
si sus acrosomas estan integros o dafiados (E. Alegre, V. Gonzalez-Castro, S. A. Suarez and M. Castejon,
“Comparison of supervised and unsupervised methods to classify boar acrosomes using texture descriptors”, in
Proceedings ELMAR-2009, 2009, pp. 65-70), aunque no tienen en cuenta que las distribuciones de acrosomas
integros y dafiados son cambiantes a lo largo del tiempo debido a multiples factores, como las condiciones de
conservacién de las muestras de semen, o la variabilidad de animales entre las diferentes granjas. Esto hace que
utilizar siempre un mismo clasificador y contar las predicciones que éste realiza no produzca resultados 6ptimos
(R.O Duda, P.E. Hart y D.G. Stork, “Pattern Classification”. John Wiley and Sons, 2001). Por ello, se hace necesario
un método robusto que pueda reajustar dichas predicciones y proporcionar resultados mas fiables.

DESCRIPCION

La presente invencion se refiera a un procedimiento y un sistema para la estimacion de la proporcidon de
espermatozoides presentes en una muestra que pertenecen a una clase determinada, a partir de imagenes digitales
tomadas de una muestra en las que aparecen cabezas de espermatozoides, donde la muestra contiene dos clases
diferentes de espermatozoides. Las imagenes digitales estan preferentemente en escala de gris.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

- obtener, a partir de las imagenes digitales de la muestra, un conjunto de patrones de test, que describen
las cabezas de espermatozoides incluidas en dichas imagenes;

- obtener, a partir de dicho conjunto de patrones de test y mediante un clasificador (preferentemente una
red neuronal), las probabilidades a posteriori para cada espermatozoide;

- obtener la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de test;

- obtener la distribucién de las probabilidades a posteriori de cada una de las clases del conjunto de
patrones de calibracion;

- modelar la distribucién de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de calibracion con
una probabilidad a priori deseada;
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- obtener la distancia Jensen Shannon entre la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto
de patrones de test y la distribucién de la calibracion modelada;

- obtener, por comparaciones sucesivas con distribuciones de calibracién con diferentes probabilidades a
priori, la distribucién de la probabilidad a priori para la que dicha distancia queda minimizada.

La etapa de obtencién de la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de test se realiza
preferentemente creando un histograma de frecuencias relativas de dichas probabilidades a posteriori, mediante
agrupamiento de datos con distinto nimero de particiones.

La etapa de obtencién de la distribucidn de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de calibracion se
realiza preferentemente creando un histograma de frecuencias relativas de dichas probabilidades a posteriori.

La etapa de modelacién de la distribucién del conjunto de patrones de calibracidon se puede realizar multiplicando las
frecuencias relativas de cada clase del histograma del conjunto de patrones de calibracién por dicha probabilidad a
priori y sumando ambos productos.

El procedimiento puede comprender la etapa de adquisicion de imagenes digitales de la muestra.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un sistema para la estimacion de la proporcion de espermatozoides
presentes en una muestra que pertenecen a una clase determinada. El sistema comprende medios de
procesamiento de datos configurados para ejecutar las etapas del procedimiento.

El sistema puede comprender medios de almacenamiento de datos (5) donde se almacena el conjunto de patrones
de calibracion. El sistema puede también comprender un microscopio éptico (2) con una camara digital (3) para la
toma de imagenes digitales de la muestra (1).

El procedimiento de la invencién permite realizar la estimacion automatica de las proporciones de espermatozoides
presentes en una muestra, habiendo espermatozoides pertenecientes a dos clases diferentes (por ejemplo,
acrosomas integros —clase 1- y acrosomas dafiados —clase 2-; o vivos —clase 1- y muertos —clase 2- ), que en lo
sucesivo llamaremos “clase 1” y “clase 2”. Esta estimacion se realiza utilizando los resultados que proporciona un
clasificador que devuelve probabilidades a posteriori a partir de descriptores extraidos de las imagenes digitales en
escala de gris de las cabezas de los espermatozoides. Al utilizar imagenes digitales en escala de gris no es
necesario utilizar tinciones ni microscopios de fluorescencia para su captura. Ademas, este método es robusto ya
que la estimacion que realiza no varia aunque se produzcan cambios en las proporciones de individuos en las clases
— clase 1 y clase 2- dentro de las muestras a evaluar con respecto a las proporciones en las clases del conjunto
utilizado en la generacion del clasificador. De esta manera, este método es mas fiable.

Este procedimiento se puede utilizar principalmente en la industria de produccién animal, donde es imprescindible
realizar controles de calidad en los principales parametros seminales para lograr un procesamiento preciso y
eficiente de los eyaculados. El procedimiento de la invencion tiene una especial incidencia en la industria porcina.

En el procedimiento para la estimacion de las proporciones de espermatozoides de cada clase en muestras de
semen se parte de:

e Un clasificador que devuelve probabilidades a posteriori. Estara almacenado para su utilizaciéon en la
invencioén y en lo sucesivo se le llamara “clasificador”.

e El conjunto de salidas proporcionadas por el clasificador para un conjunto de patrones de clases
conocidas. Este conjunto estara almacenado para su uso posterior en la invencion y lo llamaremos
“conjunto de calibracion”.

e Las salidas que proporciona el clasificador para el conjunto de patrones cuyas proporciones se quieren
estimar. En lo sucesivo lo llamaremos “conjunto de test”.

Los patrones, tanto del conjunto de calibracion como del de test, han sido extraidos de imagenes en las que
aparecen cabezas de espermatozoides, adquiridas tipicamente mediante un microscopio acoplado a una camara
digital. Preferentemente, se colocaran en el microscopio lentes de 100 o de 40 aumentos (100x o 40x).

Contando con estos elementos se estima la probabilidad a priori, o proporcién real, de espermatozoides de cada
clase. Para ello, se compara la distribucion del conjunto de test con las del conjunto de calibracion.

Para obtener la probabilidad a priori, se obtienen distribuciones del conjunto de calibracién en las que la probabilidad
a priori de espermatozoides de clase 2 -en general la clase con menos individuos- varia entre 0.01 y 1. Se calcula la
distancia Jensen-Shannon entre cada una de las distribuciones del conjunto de calibracion y la del conjunto de test,
considerando la proporcion real buscada como aquella que haga minima dicha distancia.

Puesto que los datos utilizados son discretos, las distribuciones se calculan obteniendo el histograma de frecuencias
relativas de los datos. Para hacer variar las distribuciones del conjunto de calibracion, el histograma de los
elementos de cada clase se multiplica por la probabilidad a priori que se pretende obtener para dicha clase para, a
continuacion, unir ambos, sumandolos.
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Con el objetivo de que la estimacién sea mas robusta se realiza la estimacién con 11 histogramas, cada uno
construido con un nimero de particiones que varia entre 10 y 110, contados de 10 en 10. Como estimacion final se
toma la mediana de estas 11 estimaciones.

Por ultimo, se entiende de la presente descripcién que la invencion se extiende también a programas de ordenador,
particularmente situados sobre o dentro de una portadora, adaptados para llevar a la practica el procedimiento
descrito. El programa puede tener la forma de cédigo fuente, una fuente intermedia de cddigo y cédigo objeto, por
ejemplo, como forma parcialmente compilada, o en cualquier otra forma adecuada para uso en la puesta en practica
de los procesos segun la invencion. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de soportar el
programa.

Por ejemplo, la portadora podria incluir un medio de almacenamiento, como una memoria ROM, una memoria CD
ROM, una memoria flash, soporte de grabacién magnética, como por ejemplo un disco duro, o cualquier otro soporte
de memoria. Ademas, la portadora puede ser una portadora transmisible, por ejemplo, una sefial eléctrica u éptica
que podria transportarse a través de cable eléctrico y éptico, por radio o cualesquiera otros medios.

Cuando el programa va incorporado en una sefial que puede ser transportada directamente por un cable u otro
dispositivo 0 medio, la portadora puede estar constituida por dicho cable u otro dispositivo o0 medio.

Como variante, la portadora podria ser un circuito integrado en el que va incluido el programa, estando el circuito
adaptado para ejecutar, o para ser utilizado en la ejecucion de los procesos correspondientes.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Fig. 1 muestra un esquema simplificado de un sistema capaz de llevar a cabo el procedimiento de la invencion.

La Fig. 2 muestra un ejemplo de histogramas con las frecuencias relativas de los elementos del conjunto de
calibracion de ambas clases. En este caso se han utilizado 20 particiones.

La Fig. 3 muestra las distribuciones de la Fig. 2 con probabilidades a priori 0.8 y 0.2 respectivamente.
La Fig. 4 muestra la distribucion completa de calibracién con las probabilidades a priori deseadas.

La Fig. 5 muestra la distribucion del conjunto de test, que se compara con las distribuciones de calibracion
generadas.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Se describe a continuaciéon un ejemplo de procedimiento de acuerdo con la invencién, haciendo referencia a las
figuras adjuntas. La Fig. 1 muestra un sistema de captura que comprende un microscopio 6ptico (2), en este ejemplo
un modelo Nikon E50i, donde se dispone la muestra (1). El microscopio 6ptico (2) estd acoplado a una camara
digital (3), como la Basler Scout sc A780, la Basler A312fc u otra, que a su vez esta conectada a un ordenador (4),
bien mediante una tarjeta digitalizadora, mediante una conexién FireWire, o bien de cualquier otra manera que la
camara digital (3) requiera para que la imagen capturada llegue al ordenador (4) como una imagen digital, y se
pueda mostrar a través de una pantalla de visualizacién (7) una vez adquirida. Un archivo de datos (5) almacena
tanto el clasificador — que en este ejemplo se trata de una red neuronal entrenada con un algoritmo de
retropropagacion cuyas salidas proporcionan probabilidades a posteriori de los datos de entrada —, como el conjunto
de calibracion, con el que se modelaran las distribuciones de calibracion. El uso de ambos — clasificador y conjunto
de calibracion — se describen en los pasos 5 y 6. Otro archivo de datos (6) permite almacenar los resultados
obtenidos, que se pueden mostrar a través de la pantalla de visualizacion (7). A continuacion se describe cada paso
del procedimiento de la invencion.

1. Adquisicion y preprocesamiento de las imagenes de las muestras

En primer lugar se deposita la muestra (1) de semen que se quiere analizar en el microscopio (2) y se ilumina y
enfoca apropiadamente para que la imagen aparezca nitida. El sistema se ha evaluado con imagenes tomadas a
100 aumentos en contraste de fases positivo.

Si la imagen adquirida es una imagen en RGB o en color indexado, se convierte a una imagen en escala de grises.

2. Seleccion de las cabezas de los espermatozoides a analizar

Una vez capturada la imagen, ésta se muestra en la pantalla de visualizacién (7) para que el usuario seleccione los
espermatozoides que se van a incluir en el andlisis. La seleccion se realiza arrastrando el ratén alrededor de la
cabeza del espermatozoide que se selecciona.

Las dos etapas anteriores, la 1 y la 2, se repetiran hasta que el usuario estime que los espermatozoides capturados
son suficientes para realizar el analisis.
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Alternativamente, esta seleccion también podria hacerse de una forma automatica de manera que, para cada
muestra a tratar, se segmentaran los espermatozoides presentes, se detectara la zona de la cabeza y se recortara
un area rectangular lo suficientemente pequefia para contener solamente dicha cabeza.

3. Segmentacion de las cabezas de los espermatozoides

El area rectangular previamente recortada alrededor de la cabeza del espermatozoide contiene la cabeza en si y
una porcion del fondo de la imagen. En esta etapa se elimina toda la informaciéon del fondo para que no afecte al
proceso de clasificacion. Para ello, se asigna valor 0, negro, a los pixeles del fondo y se mantiene el valor en escala
de gris de los pixeles de la cabeza del espermatozoide. Esto se puede hacer tras segmentar la cabeza con su
acrosoma, esté intacto o no, separandolo asi del fondo de la imagen.

Con el objetivo de mejorar el contraste de las imagenes resultantes del paso 2 se realiza un estiramiento del
histograma, de manera que el rango dinamico de la imagen se corresponda con el rango estatico. Este estiramiento
puede consistir en una simple ampliacion del contraste, una ecualizacidn, o cualquier otro método de ajuste del
contraste que se elegira dependiendo del contraste de las imagenes con las que se trabaje.

El objetivo de este estiramiento es facilitar la segmentacion de las cabezas de los espermatozoides. La
segmentacion llevada a cabo tiene como objetivo obtener una imagen con los niveles de gris originales de la cabeza
y el resto de la imagen —correspondiente al fondo- con nivel de gris O (en lo sucesivo, al hecho de igualar el nivel de
gris de sus pixeles a 0 se le llamara “eliminar elementos").

En primer lugar se realiza una umbralizacion para eliminar los elementos con valores de nivel de gris mayores que
los de la cabeza. En principio se puede emplear cualquier método clasico para determinar el umbral de
segmentacion, aunque en el procedimiento de este ejemplo se utiliza el método de Otsu. Como el fondo tiene un
nivel de gris mas alto que el espermatozoide, se realiza adicionalmente una inversidon, de modo que se eliminan los
elementos del fondo de la imagen, mientras el resto queda en blanco. Tras esta umbralizacion se eliminan todas las
regiones excepto la de mayor area (numero de pixeles blancos). De este modo la regién que queda en blanco
corresponderd al espermatozoide en la imagen.

A continuacion se realiza una erosion de dicha region con el objetivo de eliminar la cola o, al menos, de separarla de
la cabeza. Una vez erosionada, se eliminan todas las regiones que pudieran quedar en contacto con el borde de la
imagen, y se realiza una dilatacion con el mismo elemento estructurante de la erosién anterior.

Finalmente, se utiliza la imagen resultante como mascara para obtener una imagen donde los pixeles ubicados
dentro de la cabeza tengan el nivel de gris de la imagen original, y el resto de pixeles estén en negro.

4. Obtencion de los descriptores de textura

La textura de las cabezas segmentadas en la etapa anterior se procesa para obtener unos descriptores cuantitativos
de textura, o caracteristicas matematicas cuantificadas de los pixeles de la imagen.

En primer lugar se recorta la imagen obtenida en el paso anterior de forma que el rectangulo circunscrito a la cabeza
sea de tamafio minimo. Esto minimiza la cantidad de pixeles que no corresponden a la textura, y por lo tanto son
pixeles sin informacion util.

Si los descriptores a utilizar no son invariantes a la rotacién, las cabezas deberan estar previamente alineadas con la
misma orientacion de su eje mayor y la zona de la cola en la misma posicion.

A continuacién se aplica a la imagen una descomposicion Wavelet bidimensional, obteniendo como resultado 4
matrices de coeficientes.

Después se calculan las siguientes caracteristicas de la matriz de coocurrencia, tanto de la imagen original de la
cabeza como de las matrices de coeficientes: Contraste, Correlacion, Energia y Homogeneidad. Como resultado,
cada cabeza queda descrita mediante un vector de 20 caracteristicas.

Al final de esta etapa el resultado es un conjunto de patrones que describen las imagenes que se adquirieron en las
etapas 1 y 2. Este conjunto constituye el conjunto de test. Estos patrones pueden proceder de los descriptores
previamente indicados o de cualesquiera otros que recojan apropiadamente la textura de las cabezas de los
espermatozoides.

5. Clasificacion de los patrones de textura
Los descriptores de textura obtenidos en la etapa anterior se clasifican mediante una red neuronal tipo perceptrén

multicapa previamente entrenada con un conjunto de patrones — obtenidos como se ha descrito en las etapas
anteriores — con la misma proporcion de espermatozoides de la clase 1 y 2. El entrenamiento se lleva a cabo
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utilizando un algoritmo de retro-propagacion que minimiza una funcién de coste. Tanto el nUmero de neuronas en la
capa oculta como los ciclos de entrenamiento pueden variar. En el ejemplo de este procedimiento, la funcién de
coste utilizada es el error cuadratico medio, y la red neuronal tiene tres neuronas en la capa oculta y fue entrenada
durante 400 ciclos.

Junto con la red neuronal se almacenan en el archivo de datos (5) los parametros para la normalizacion de los datos
de entrenamiento necesarios para normalizar los datos de test. En el ejemplo de este procedimiento la normalizacion
se realizé de forma que los datos de entrenamiento tuvieran media y desviacion tipica 0 y 1 respectivamente.

Como resultado de esta etapa se obtiene una medida cuantitativa de probabilidad a posteriori por cada
espermatozoide.

6. Estimacion de la proporcion real de la clase 2

En esta etapa se estima la proporcién real de espermatozoides de la clase 2 (en lo sucesivo: probabilidad a priori) en
el conjunto de imagenes seleccionadas. Para ello se utilizan las medidas de probabilidad a posteriori obtenidas en el
paso anterior, y las de un conjunto de datos etiquetados y conocidos (conjunto de calibracién), almacenados en el
archivo de datos (5). Partiendo de la distribucion de las probabilidades a posteriori de este segundo conjunto se
modelan distribuciones (en lo sucesivo: distribuciones de calibracidn) con probabilidades a priori conocidas, variando
entre 0.01 y 1. Las distribuciones de calibracién se comparan con la distribucién del conjunto de test mediante la
distancia Jensen-Shannon. Se considera que las clases del conjunto de test presentan unas probabilidades a priori
iguales a las de la distribucion de calibracion que minimice el valor de la distancia Jensen-Shannon.

Sea el conjuntoQ(A) de distribuciones de probabilidad, donde A es un a o-dlgebra de conjuntos medibles. En
particular se puede considerar A como un conjunto finito en el que todos los subconjuntos son medibles.

La divergencia Jensen-Shannon es una funcion Dys: Q(A) x Q(4) —= [0,=) definida por:

1 1
Dis(P,Q) = EDKJ_(PJ M)+ 5 D (Q, M)

donde P y Q son dos distribuciones de probabilidad (en la realizaciéon de la invencion se trata de las distribuciones
de calibracién y de test), M = %(P + @)y Dk es la divergencia Kullback-Leibler, definida para distribuciones de

probabilidad de datos discretos como:

i=1

Puesto que los datos son discretos, las distribuciones de ambos conjuntos se calculan obteniendo el histograma de
frecuencias relativas de los mismos, agrupandolos en n particiones (ver Fig. 2). El modelado de las distribuciones de
calibracion se lleva a cabo multiplicando la distribucion de cada clase por separado por la probabilidad a priori que
se desea que presente dicha clase (ver Fig. 3). Finalmente, ambas se suman (ver Fig. 4) y se calcula la distancia
Jensen-Shannon con respecto a la distribucién del conjunto de test (Fig. 5).

Con el objetivo de que la estimacién sea mas robusta, se realiza la estimacion con las distribuciones obtenidas
agrupando los datos variando el nimero n entre 10 y 110 particiones, con un paso de 10. La estimacién final
considerada es la mediana de estas 11 estimaciones.

El procedimiento concluye cuando se realizan estas 11 estimaciones y se muestra la estimacion final (7), junto con el
numero de cabezas que se seleccionaron para el andlisis. Estos resultados se almacenan en el archivo de datos (6),
junto con la fecha del analisis y las observaciones que el usuario introduzca a través del ordenador (4).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la estimacion de la proporciéon de espermatozoides presentes en una muestra que pertenecen
a una clase determinada, a partir de imagenes digitales tomadas de una muestra (1) en las que aparecen cabezas
de espermatozoides, donde la muestra (1) contiene dos clases diferentes de espermatozoides, caracterizado por
que comprende las siguientes etapas:

- obtener, a partir de las imagenes digitales de la muestra (1), un conjunto de patrones de test, que
describen las cabezas de espermatozoides incluidas en dichas imagenes;

- obtener, a partir de dicho conjunto de patrones de test y mediante un clasificador, las probabilidades a
posteriori para cada espermatozoide;

- obtener la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de test;

- obtener la distribucion de las probabilidades a posteriori de cada una de las clases del conjunto de
patrones de calibracion;

- modelar la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de calibracién con
una probabilidad a priori deseada;

- obtener la distancia Jensen Shannon entre la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto
de patrones de test y la distribucién de la calibracion modelada;

- obtener, por comparaciones sucesivas con distribuciones de calibracién con diferentes probabilidades a
priori, la distribucién de la probabilidad a priori para la que dicha distancia queda minimizada.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la etapa de obtencién de la distribucién de las
probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de test se realiza creando un histograma de frecuencias
relativas de dichas probabilidades a posteriori, mediante agrupamiento de datos con distinto nimero de particiones.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la etapa de obtencién de
la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de calibracién se realiza creando un
histograma de frecuencias relativas de dichas probabilidades a posteriori.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado por que la etapa de modelacion de la distribucion del
conjunto de patrones de calibracidn se realiza multiplicando las frecuencias relativas de cada clase del histograma
del conjunto de patrones de calibracion por dicha probabilidad a priori y sumando ambos productos.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que las imagenes digitales
estan en escala de gris.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que comprende una etapa
de adquisicion de imagenes digitales de la muestra (1).

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el clasificador es una
red neuronal.

8. Sistema para la estimacién de la proporcion de espermatozoides presentes en una muestra que pertenecen a una
clase determinada, a partir de imagenes digitales tomadas de una muestra (1) en las que aparecen cabezas de
espermatozoides, donde la muestra (1) contiene dos clases diferentes de espermatozoides, caracterizado por que
comprende medios de procesamiento de datos (4) configurados para:

- obtener, a partir de las imagenes digitales de la muestra (1), un conjunto de patrones de test que
describen las cabezas de espermatozoides incluidas en dichas imagenes;

- obtener, a partir de dicho conjunto de patrones de test y mediante un clasificador las probabilidades a
posteriori para cada espermatozoide;

- obtener la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de test;

- obtener la distribucion de las probabilidades a posteriori de cada una de las clases del conjunto de
patrones de calibracion;

- modelar la distribuciéon de las probabilidades a posteriori del conjunto de patrones de calibracién con
una probabilidad a priori deseada;

- obtener la distancia Jensen Shannon entre la distribucion de las probabilidades a posteriori del conjunto
de patrones de test y la distribucién de la calibracion modelada;

- obtener, por comparaciones sucesivas con distribuciones de calibracién con diferentes probabilidades a
priori, la distribucién de la probabilidad a priori para la que dicha distancia queda minimizada.
9. Sistema segun la reivindicacién 8, caracterizado por que comprende medios de almacenamiento de datos (5)
donde se almacena el conjunto de patrones de calibracion.
10. Sistema segun la reivindicaciéon 8 o 9, caracterizado por que comprende un microscopio 6ptico (2) con una
camara digital (3) para la toma de imagenes digitales de la muestra (1).
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-10

1-10

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201331854

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 EP 1624411 A2 (GENDEX CORP) 08.02.2006
D02 WO 2012097336 Al (UNIV RUTGERS et al.) 19.07.2012
D03 US 2008152231 Al (GOKTURK SALIH BURAK et al.) 26.06.2008
D04 US 2010189354 Al (DE CAMPOS TEOFILO E et al.) 29.07.2010

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El documento DO1 se considera el mas proximo del estado de la técnica a la invencion solicitada.

D01 describe un método para analizar una imagen digital que permite distinguir las caracteristicas de la imagen y
diferenciarlas entre una primera y una segunda categoria. El método incluye las etapas de determinar un histograma de la
imagen y analizarlo con el fin de determinar una distincién entre los elementos de la imagen.

La diferencia principal entre el documento D01 y la reivindicacion 1 es que DO1 no menciona que el método se emplee para
la estimacion de la proporcidon de espermatozoides presentes en una muestra.

El efecto técnico de esta diferencia es estimar la proporcion de espermatozoides que pertenecen a una clase.

El problema técnico es como estimar la proporcion de espermatozoides pertenecientes a una clase.

Este problema no esté indicado, ni resuelto en DO1.

A la vista de lo mencionado anteriormente se concluye que la reivindicacién 1 es nueva e implica actividad inventiva
(Articulos 6y 8 LP.).

Las reivindicaciones 2 a 7, dependientes de la reivindicacion 1, son por tanto nuevas e implican actividad inventiva (Articulos
6y8LP.).

La reivindicacion 8 es una reivindicacion de sistema caracterizada por comprender un dispositivo configurado para
implementar el método de las reivindicaciones anteriores.
Por consiguiente, la reivindicacion 8 es también nueva e implica actividad inventiva (Articulos 6 y 8 LP.).

Las reivindicaciones 9 a 10, dependientes de la reivindicacion 8, son por tanto nuevas e implican actividad inventiva
(Articulos 6y 8 LP.).
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