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Introduccién

En los ultimos anos, ha habido un creciente
interés en investigaciones relacionadas con
el recuento de foliculos antrales (RFA) y su
influencia en la capacidad reproductiva del
ganado, asi como su aplicacion en biotecno-
logias asociadas a la reproduccién (Ireland
et al., 2011; Morotti et al., 2015). El RFA es
sumamente variable en diferentes especies,
pero en ganado, existe una alta repetibilidad
en el mismo individuo, independientemente
de raza, edad, temporada de cria, lactancia
o condiciones de prefiez (Burns et al., 2005).
Ademas, el RFA es consistente a lo largo
del ciclo estral en vacas individuales; por lo
tanto, un uUnico examen de ultrasonido de
rutina es suficiente para identificar hembras
con RFA bajo, medio o alto (Martinez et al.,
2016). Mas interesante aun, existen estu-
dios que muestran que vacas con bajo RFA
tienen baja fertilidad (Cushman et al., 2009;
Martinez et al., 2016).

Para contar los foliculos antrales, los vete-
rinarios usualmente realizan una ecografia
transrectal, durante la cual, luego de locali-
zar la region del ovario, se lo escanea con
un movimiento de rotacién que lo recorre de
polo a polo. El procedimiento debe realizar-
se en unos pocos segundos y requiere de
entrenamiento por parte de los operadores,
para poder detectar y contar los foliculos de

manera confiable. Los resultados son exac-
tos cuando el ovario tiene unos pocos foli-
culos grandes, pero la exactitud baja cuan-
do el numero de foliculos en el ovario es
grande y/o los foliculos son pequefios.

El conteo automatico del niumero de foliculos
antrales en el ovario permanece como un de-
safio abierto para los métodos del estado del
arte (Hiremath y Tegnoor, 2013; Potoc¢nik et
al., 2012). Los bordes de los foliculos peque-
fos son débiles e irregulares debido a las ca-
racteristicas de las imagenes de ultrasonido.
La presencia de estructuras similares a los
foliculos, como los vasos sanguineos, hacen
que el problema sea aun mas dificil. Sin em-
bargo, contar el nimero de foliculos tiene la
ventaja que no requiere una segmentacion
precisa de los foliculos. El problema ha sido
abordado anteriormente de diferentes mane-
ras, con imagenes de ultrasonido 2D y 3D,
pero no hay hasta el momento resultados
concluyentes a nivel académico o en desa-
rrollos comerciales.

Se ha descrito un método para detectar au-
tomaticamente el ovario y los foliculos en
ultrasonido 3D (Chen et al., 2009). El enfo-
que propone un marco probabilistico para
estimar el tamafio y la ubicaciéon de cada
foliculo en el ovario, mediante la fusion de
informacion de contexto, tanto global como
local.
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El software comercial SonoAVC que se en-
cuentra integrado al ecdgrafo Voluson E8
(GE Medical Systems) realiza una segmen-
tacion semiautomatica de los foliculos en
imagenes de ultrasonido 3D utilizando un
algoritmo basado en morfologia matematica
(Raine-Fenning et al., 2008).

Los métodos que detectan los foliculos en
3D son probablemente los mas exitosos. La
informacion adicional presente en ultrasoni-
do 3D puede ser utilizada efectivamente para
discernir entre foliculos y otras falsas detec-
ciones (Potocnik et al., 2012). Sin embargo,
veterinarios de nuestro grupo de investiga-
cion, en concordancia con trabajos previos
(Potognik et al., 2012), prefieren escaneos
2D porque las sondas les resultan mas facil
de manipular y las imagenes de interpretar.
Ademas, los ecégrafos 3D son aun de difi-
cil acceso para los veterinarios de paises en
desarrollo. Por esta razén, nuestro objetivo
es investigar si es posible contar el numero
de foliculos utilizando videos de ultrasonido
2D.

En lo que refiere a la deteccion de foliculos
en una Unica imagen de ultrasonido, un gru-
po introdujo varios métodos basados en el
crecimiento de regiones (Poto¢nik y Zazula,
2002a, 2000). Otro grupo propuso varios al-
goritmos basados en un esquema de extrac-
cion de caracteristicas y clasificaciéon (Hire-
math y Tegnoor, 2013).

Para contar todos los foliculos del ovario, se
necesita mas de una imagen. Una de las po-
sibilidades es segmentar las imagenes cua-
dro a cuadro y luego agrupar las detecciones
correspondientes a un mismo foliculo como
una unica deteccidn. Se ha descrito un mé-
todo que trabaja con una secuencia tempo-
ral de imagenes de ultrasonido (Poto¢nik y
Zazula, 2002b) que fue posteriormente me-
jorado (Potoénik y Zazula, 2003). Los bordes

de los foliculos detectados son seguidos por
una combinacién de tres filtros de Kalman
mutuamente dependientes.

Lamentablemente, no existe una base de da-
tos publica de imagenes de ultrasonido (2D o
3D) de ovarios que permita una comparacion
objetiva entre los diferentes métodos.

Conjunto de datos

Alos efectos de desarrollar y evaluar el abor-
daje propuesto, se confeccionaron dos fan-
tomas (elemento utilizado para el calibrado
de equipos de imagen y que contiene, en su
interior, elementos de caracteristicas simi-
lares a los del organismo) con nueve ova-
rios cada uno sumergidos en gelatina. Los
ovarios se recogieron de un frigorifico, y se
acondicionaron eliminando restos de tejido.
Cada fantoma se construy6 colocando los
ovarios en una caja rellena de gelatina, a
una altura aproximada de 1 cm.

Para cada ovario, un experto realizé 3 ad-
quisiciones de ultrasonido con la sonda
transrectal. Las adquisiciones se realizaron
haciendo un giro de la sonda sobre su eje.
Los videos fueron adquiridos a 30 cuadros
por segundo, a una resolucién de 640x480,
siguiendo el siguiente criterio: (a) barrido de
derecha a izquierda, de polo a polo del ovario
(b) barrido de izquierda a derecha, de polo a
polo del ovario (c) barrido de ida y vuelta, de
polo a polo del ovario, mientras el experto
realiza un conteo de foliculos.

Luego de escanearlos con ultrasonido, los
fantomas fueron desarmados y los ovarios
disecados. Para cada ovario, todos los foli-
culos y cuerpos luteos fueron medidos. Los
tamafos de los foliculos variaron en el rango
de 2 a 20 mm. La Figura 14 muestra uno de
los fantomas y el procedimiento de adquisi-
cion de ultrasonido.
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Figura 14. Fantoma con ovarios inmersos en gelatina (a) y el escaneo con la sonda rigida (b).

Procesamiento de senfales para la
deteccion de foliculos

Deteccion de regiones candidatas en
cada cuadro

El primer paso consiste en detectar automati-
camente, en cada cuadro de video, aquellas
regiones que parecen ser foliculos. Los foli-
culos son estructuras aproximadamente es-
féricas, rellenas con liquido. La ecogenicidad
en las paredes es alta, mientras que el fluido
interior es practicamente anecoico. Se obser-
van tipicamente en ultrasonido como circulos

oscuros con bordes mas intensos. Una cas-
cada de clasificadores (Viola y Jones, 2001)
de tipo boosting, que utiliza como caracteristi-
cas patrones locales binarios (en inglés Local
Binary Pattern), es una eficaz y eficiente alter-
nativa para detectar este tipo de estructuras.
El clasificador fue entrenado con un conjunto
de regiones pertenecientes a foliculos, y con
regiones negativas. Las regiones fueron es-
caladas a un tamafno de 24 x 24 pixeles, o
equivalentemente 2,4 x 2,4 mm, de acuerdo a
la resolucion del video utilizado. La figura 15
muestra un ejemplo de una regidén detectada
en un cuadro en particular.

b) Tracks
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Figura 15. Regiones que se parecen a foliculos son detectadas (a). Para imponer coherencia temporal, las
detecciones son seguidas utilizando mdltiples filtros de Kalman (b).

45



Recuento de foliculos antrales y concentraciones de hormona anti-Miilleriana: dos potenciales herramientas de
seleccion de reemplazos

INIA

46

Coherencia temporal mediante
seguimiento multiple

Si bien el movimiento realizado durante el
escaneo del ovario es esencialmente una
rotacion, pueden existir también pequefas
traslaciones. Estas traslaciones pueden ser
involuntarias (pequefios movimientos del
operador o el movimiento del animal du-
rante el procedimiento, por ejemplo) o pla-
nificadas, como es el caso en que el ovario
es mas ancho que el espacio cubierto por la
sonda de ultrasonido. En cualquier caso, si
estos movimientos no son muy bruscos, el
seguimiento puede lidiar con ellos y separar
adecuadamente las detecciones en tracks
coherentes.

A los efectos de imponer coherencia tempo-
ral, las detecciones son seguidas a lo largo
de los cuadros de video, utilizando multiples
filtros de Kalman (Kalman, 1960) que asu-
men aceleracion constante. Las detecciones
de cada cuadro son asignadas a los tracks
activos utilizando el algoritmo hdngaro
(Kuhn, 1955) usando como matriz de costo
la distancia entre las posiciones predichas
para cada track y las detecciones. Para cada
cuadro, las detecciones del clasificador son
asignadas a los tracks activos de acuerdo a
la distancia entre las detecciones y las posi-
ciones predichas por los tracks. Cuando las
detecciones no son asignadas a ningun track
activo, un nuevo track es creado. La figura

15b muestra un ejemplo de los tracks detec-
tados.

Identificacion de la regién del ovario

En los fantomas, el ovario se encuentra ro-
deado de gelatina y esto, en cierta forma, fa-
cilita la identificacion de la regién del ovario.
In vivo, el ovario es rodeado por otros tejidos
y la superficie del mismo puede no ser facil-
mente discernible. Algunas estructuras, que
se ven en el ultrasonido similares a los foli-
culos, pueden incluso generar detecciones
espurias. De acuerdo a veterinarios fami-
liarizados con este tipo de procedimientos,
la superficie del ovario es a menudo dificil
de identificar y la regién del ovario es habi-
tualmente reconocida por el agrupamiento
de foliculos los cuales son mas facilmente
identificable en ultrasonido que la superficie
del ovario. Con esto en mente, el abordaje
en este trabajo es identificar la region del
ovario como el agrupamiento de tracks de-
tectados mas importante. Para agrupar los
tracks, se construye un mapa de probabili-
dad mediante la convolucion de la posicion
de los tracks (pesadas por el largo de track)
con un kernel gausiano. La region del ova-
rio es detectada como el modo principal del
mapa de probabilidad, calculado usando el
algoritmo Mean Shift (Cheng, 1995), consi-
derando un tamafio de ovario tipico. La figu-
ra 16 muestra la region identificada en uno
de los ovarios.

b ) Probability map

Figura 16. Identificacién del ovario como el cluster principal de tracks detectados. El rectangulo blanco en ay b

bordea la zona considerada.
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Identificacién de foliculos y medida

Para considerar un track detectado como
foliculo, el track debe haber estado activo al
menos un numero minimo de cuadros. Esto
permite diferenciar un foliculo que es con-
sistentemente detectado a lo largo de varios
cuadros, de tracks originados por detecciones
espurias de la cascada de clasificadores. Con
este enfoque, es necesario determinar como
punto de funcionamiento, el minimo numero
de cuadros por encima del cual se considera
un track como una deteccion de foliculo. Di-
cho umbral se puede seleccionar como el que
da los mejores resultados, en el sentido de
menor error cuadratico medio, contra el con-
teo obtenido producto de la diseccion.

Una vez que el track es considerado un foli-
culo, el diametro del foliculo se puede estimar
como la deteccion mas grande del track, que
se corresponde con el cuadro en el cual el pla-
no de ultrasonido corta al foliculo (aproxima-
damente una esfera) en su circulo maximo.

Experimentos y Resultados

Los fantomas fueron utilizados para evaluar
este enfoque. Como se mencioné en la sec-
cion “conjunto de datos”, para cada ovario
se realizaron dos escaneos con ultrasonido
(derecha a izquierda e izquierda a derecha),
donde cada ovario es escaneado mediante
un movimiento de rotacion que lo cubre de
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extremo a extremo. Para determinar el punto
de funcionamiento (el umbral para el mini-
mo numero de cuadros para considerar una
deteccion de foliculo), se realizaron 50 repe-
ticiones de validacion cruzada en 6—folds,
sobre el conjunto de adquisiciones derecha
a izquierda. El cuadro 6 presenta los resulta-
dos de la validacion cruzada.

Se observa que el punto de funcionamiento
se concentra alrededor de un largo minimo de
track de 17 cuadros (Figura 17b). Como los
videos son de 30 cuadros por segundo, esto
quiere decir que los tracks tienen que estar
activos por mas de medio segundo para ser
considerados como foliculo. Alrededor de este
punto de funcionamiento, los resultados con-
trastados contra la diseccion pueden ser consi-
derados comparables al experto, con un menor
factor de correlacidon pero algo mejor centra-
dos (Figura 17a y cuadro 6). Es conocido por
los expertos que la exactitud de la cuenta cae
cuando el numero de foliculos en el ovario au-
menta (se tiende a subestimar la cuenta). Los
resultados en este conjunto de datos son con-
sistentes con este hecho. La cuenta brindada
por el experto es muy cercana a la obtenida
mediante diseccién en ovarios con pocos foli-
culos (menos de 18 en este conjunto de datos)
mientras que se aleja al aumentar la cantidad
de foliculos. EI método automatico también
subestima la cuenta en ovarios con muchos
foliculos pero el resultado se aproxima mas a
la diseccién en estos casos.

b) Histogram for the operating point
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Figura 17. Resultados de las 50 repeticiones de validacion cruzada en 6-folds para el conjunto derecha-a-

izquierda
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Cuadro 6. Resultados alrededor del punto de funcionamiento calculado para los escaneos derecha a izquierda e

izquierda a derecha.

Resultados de la cuenta alrededor del punto de operacion
(longitud minima del track entre 15y 19 cuadros)

Escaneado de derecha

Escaneado de derecha

Experto a izquierda aizquierda
15 16 17 18 19 15 16 17 18 19
Correlacion de Pearson 0,9 (0,82]0,83|0,85]0,85(0,86(0,81(0,78]0,81|0,84|0,85
Sobreestimacion maxima 2 11 8 6 5 3 9 8 8 5 3
Subestimacion minima -11 -5 -5 -6 -8 -1 -8 -9 -9 -9 -9

Promedio de diferencias -3,33 12,22] 0,78

-0,56 |-1,33(-2,78 | 1,22 |-0,33-1,50|-2,50 | -2,50

Mediana de diferencias -2,00 |1,50| 0,50

0,00 (-0,50|-3,00| 1,00 |-0,50-1,50]-2,50 [-2,50

Diferencias estandar 3,93 14,37| 4,18

3,97 | 3,93 1-4,0514,44 (4,70 | 4,37 | 4,10 | 4,10

Conclusiones

Se presenté un algoritmo para resolver el
problema de detectar foliculos antrales pre-
sentes en ovarios de vacas, utilizando videos
de ultrasonido. El método de conteo de foli-
culos explorado trabaja directamente sobre
los videos de ultrasonido generados en el
escaneo de ovarios, con la Unica restriccion
que el escaneo debe realizarse en una Unica
pasada que cubra el ovario de extremo a ex-
tremo. El bajo requerimiento computacional
del procesamiento posibilita la obtencién de
los resultados inmediatamente después del
escaneo. El método permite ademas estimar
el tamano de los foliculos detectados.

A pesar que el numero de fantomas con los
que se realizaron los experimentos no es muy
grande, los resultados se pueden considerar
promisorios, con conteos comparables a un
experto pero en un ambiente muy controlado.

El pasaje a una evaluacién en campo reque-
rirda con seguridad de un robustecimiento de
los distintos pasos del procedimiento. El tra-
bajo deberia incluir por ejemplo, la evalua-
cion de otras estrategias para identificar los
foliculos verdaderos de las detecciones, asi
como formas alternativas de identificar la re-
gién del ovario en el video in vivo. Ademas,
un método para detectar el cuerpo luteo en
el ovario puede ayudar a diferenciar las cavi-
dades de cuerpo luteo de foliculos reales.
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