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Abstract. The morphological analysis of human sperm is a complex test, with
high variability and difficulty in replicating results. In order to support health
professionals in this activity would be useful to automate this process. This
paper presents a human spermatozoa segmentation algorithm from digital
images. Samples were prepared to maintain the working conditions of the
experts. The algorithm uses classic tools of image processing. In addition, a
proposal for a new texture operator is presented. To characterize the heads of
sperm segmented ten features similar to those suggested by the World Health
Organization were used. The results suggest the possibility of obtaining a robust
product that automates this process.

Keywords. Sperm morphology, image segmentation, texture operator, feature
extraction.

1 Introduccion

El Analisis de Liquido Seminal (ALS) es un examen que proporciona informacion
para la evaluacion del aparato reproductor masculino. Este consiste de un conjunto de
pruebas macroscopicas y microscopicas que se realizan a una muestra de semen para
determinar su estado general y potencial fertilizante [7]. Las pruebas macroscopicas
determinan caracteristicas como aspecto, color, licuefaccion, volumen, viscosidad y
pH del eyaculado, mientras que las microscopicas evaluan la concentracion,
motilidad, vitalidad aglutinacion, agregaciéon y morfologia espermatica.
Particularmente, esta ultima provee informacion valiosa para los procedimientos de
reproduccion asistida [5].

La evaluacion morfologica es una actividad que requiere pericia, tiempo y
esfuerzo por parte del experto que la realiza, ya que éste debe observar, a través de un
microscopio, un nimero determinado de espermatozoides y clasificarlos seglin sus
caracteristicas morfologicas. Se trata de un procedimiento vulnerable a la subjetividad
de los profesionales, dificil de ensefiar, con gran variabilidad y complicacion para
replicar los resultados [4]. Estos inconvenientes hacen que en la practica sea deseable



automatizar este proceso, de tal forma que se puedan proveer herramientas de apoyo a
la clasificacion morfolodgica a partir de imagenes digitalizadas.

Por esta razon resulta pertinente investigar: ;Como identificar o segmentar los
espermatozoides en la imagen? ;Qué caracteristicas extraer y como, para describir
morfologicamente a los espermatozoides segmentados? En este trabajo se intenta dar
respuesta a estas interrogantes a través del desarrollo de algoritmos de segmentacion y
de extraccion de caracteristicas a partir de imagenes.

La organizacion de este documento es la siguiente: en la Seccion 2 se presentan
los conceptos basicos del analisis morfoldgico espermatico humano y algunos
antecedentes; en la Seccion 3, se describen los algoritmos propuestos para la
segmentacion de los espermatozoides en las imagenes. La extraccion de las
caracteristicas a partir de las estructuras segmentadas se presenta en la Seccion 4.
Finalmente, se presentan las conclusiones y los trabajos futuros.

2 Analisis de la morfologia de espermatozoide humano

Para realizar el analisis morfoldgico, el profesional de la salud prepara la muestra
siguiendo las instrucciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [9]. A
continuacion, la coloca en el microscopio y ubica, identifica y cuenta manualmente
los espermatozoides presentes hasta contabilizar doscientos. Para esto, utiliza una
técnica de desplazamiento en forma de “S” sobre la escena con el fin de evitar el
recuento de una misma estructura, y registra en cuatro contadores manuales la
categoria asignada: normal, defecto de cabeza, de pieza intermedia o cuello y de cola.

Los espermatozoides morfolégicamente normales se caracterizan por tener: a)
cabeza ovalada, unica y lisa, acrosoma ocupando entre el 40% y el 70% del area total
de la cabeza, 4-5 pm de longitud, 2.5-3.5 pm de ancho, si hay vacuolas, no deberan
ocupar mas de la mitad del area de la cabeza; b) cuello estrecho, unido axialmente y
alineado con la cabeza, sin restos citoplasmaticos y con una longitud inferior a 1/3 de
la cabeza; y c¢) cola uniforme, unica, desenrollada, 45 um de longitud, ligeramente
mas estrecha que el cuello y sin residuos citoplasmaticos [9].

El solapamiento de estructuras bioldgicas, los precipitados de la tincion y la
variabilidad morfologica de los espermatozoides, dificultan la evaluacion de la
morfologia espermatica y, ain cuando se sigan los protocolos establecidos, las
clasificaciones son muy complicadas y subjetivas; esto puede producir diferencias de
hasta un 7% entre los resultados obtenidos por distintos profesionales sobre la misma
muestra, segun expertos de los Centros de Salud participantes en esta investigacion.
Por estas razones, seria de gran ayuda contar con herramientas automatizadas de
analisis y clasificacion que apoyen la evaluacion morfologica.

Son variadas las investigaciones que abordan la evaluacion automatica de la
morfologia de los espermatozoides, tanto de humanos como de otras especies. Por
ejemplo, en [6] se utiliza una red neuronal con vectores de caracteristicas obtenidos
mediante descriptores de Fourier y reportan un margen de error del 25%; los autores
indican que esta diferencia es equivalente a los errores cometidos por los
profesionales. En [1], clasifican la morfologia espermatica de cabezas de
espermatozoides de verracos, usando redes neuronales y descriptores basados en



momentos de Hu y Zernike; no reportan el error cometido durante el proceso de
clasificacion. Otras aproximaciones de solucion a este mismo problema, utilizando
descriptores de textura y el algoritmo de k-vecinos mas cercanos, aparecen en [11],
donde reportan una tasa de aciertos “no muy alta” y se indica que los descriptores de
textura resultan mas efectivos que los descriptores geométricos.

En [2], utilizan el algoritmo Learning Vector Quantization para clasificar cabezas
de espermatozoides de jabalies. El preprocesamiento de las imagenes considera la
segmentacion de la cabeza y la normalizacion por brillo, contraste y tamafio. La tasa
de error reportada en este proceso fue del 20%. Por otra parte, en [3] se presenta la
clasificacion de las estructuras mediante la conversion entre pixeles y micrometros,
comparando los valores con los rangos descritos como normales por la OMS. Los
resultados indican una tasa de acierto de 89,5% para cabezas; sin embargo, el
procedimiento utilizado requiere de un factor de magnificacion de 600X (por lo
general los expertos utilizan 100X) y resolucion de 3072x2304. Por esta razon, las
imagenes utilizadas en las pruebas correspondieron a escenas que en promedio
contenian 1 6 2 espermatozoides, lo que en la practica convierte a este procedimiento
en semi-automatico, ya que la captura funciona como una segmentacion inicial.

Se puede observar que la automatizacion de la clasificacion morfologica de
espermatozoides es un area de investigacion activa y compleja, cuyos productos se
sitllan en varios niveles de analisis, entre los cuales figuran el método para identificar
las estructuras y la forma como se determina el conjunto de caracteristicas que
describan a las células espermaticas.

3 Segmentacion de los espermatozoides en la imagen

En este estudio se utilizaron 12 laminas de muestras de semen preparadas siguiendo
los procedimientos convencionales de tincion. Las imagenes digitales se capturaron
en formato JPEG con una camara Canon Power Shot S50, resolucion de 1600x1200
pixeles, a través de un microscopio Leica modelo DMLS2, y manteniendo las
condiciones de iluminacion y aumento utilizadas por el experto (objetivo de 100X).
Se capturaron imagenes (escenas) suficientes para alcanzar la cantidad de 200
espermatozoides por lamina (criterio de la OMS). La cantidad de escenas oscilo entre
6 y 44, dependiendo de la concentracion espermatica.

Como primer paso se analizé el histograma de cada canal R, G y B, detectandose
que los canales rojo y verde aportaban mas informacion. Una vez convertida la
imagen original a escala de grises, se aplicO umbralizaciéon a dos niveles sobre la
imagen del canal rojo, utilizando un umbral calculado a partir del método de Otsu [8].
La imagen binarizada resultante permitid construir una primera estructura matricial
denominada Mascara del Area de Procesamiento (MAP), la cual cumple la funcion de
delimitar la region a procesar (Figura 1).

A continuacion, se describen los principales pasos del procesamiento digital de
imagenes, que permitieron la definicion de otras estructuras de datos matriciales.



0@

Imacgen original Canal rajo MAP

Fig. 1. Mascara del Area de Preprocesamiento

3.1 Construccion de la Mascara de Cabezas de Espermatozoides (MCE)

Esta estructura almacena las regiones que podrian corresponder a cabezas de
espermatozoides. Para construirla se aplicé el algoritmo de busqueda en profundidad
(DFS) sobre la imagen binarizada del canal rojo. Se descartaron las regiones con
dimensiones inferiores a 18x18 pixeles o superiores a 55x55 pixeles (valores
calculados de manera heuristica), por considerar que no correspondian a estructuras
de interés. En la Figura 2 se muestra un ejemplo de la MCE. El cuadro izquierdo
corresponde al canal rojo; se puede observar que la pequefia mancha presente en el
cuadro intermedio fue removida en el cuadro derecho.
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Fig. 2. Construccion de la Mascara de Cabezas de Espermatozoides.

3.2 Construccion de la Mascara de Nucleo de Circulo y Anillo (MNCA)

Para lograr la separacion de estructuras que pudieran estar en contacto, se construyo
un nuevo operador de textura el cual se define a partir de dos regiones (ver Figura 3).
La regién “A” estd conformada por un circulo de radio R centrado en el pixel de
interés y la “B” por un anillo con radio interno R y radio externo S; la estructura
resultante se denomind Nucleo de Circulo y Anillo (NCA). La segmentacion se logrd
mediante el conocimiento heuristico de que los espermatozoides son mas oscuros que
el fondo, de modo que si el promedio de las intensidades de “A” es menor el de “B”,
al pixel central se le asigna el valor 1, en caso contrario se le asigna el valor 0.
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Fig. 3. Propuesta de Nucleo de Circulo y Anillo

La aplicacion del NCA a la imagen en escala de grises correspondiente al canal
verde, permitido una mejor separacion de los espermatozoides. Como resultado, se
construy6 una nueva estructura matricial a la que se denomin6 Mascara de Nucleo de
Circulo y Anillo (MNCA), que almacena las regiones que corresponden a posibles
espermatozoides (cabeza, cuello y cola). La MNCA se construye realizando dos
operaciones: primero se binariza utilizando el NCA con parametros Ry S, de 3y 5
pixeles, respectivamente; luego, se remueven las regiones con dimensiones inferiores
a 25x25 pixeles (estimado de manera heuristica) utilizando DFS. La Figura 4 muestra
un ejemplo de MNCA. Puede observarse en el cuadro intermedio que este
procedimiento resalta algunas regiones del fondo producto de pequeilas variaciones
uniformes en la intensidad de gris; éstas no corresponden a espermatozoides y son
removidas aplicando el criterio heuristico (cuadro derecho).

Canal verde Binarizacion HCA Remover dimensian = 25 x25p%

Fig. 4. Mascara de Nucleo de Circulo y Anillo

3.3 Construccion de 1a Mascara de Contornos de Espermatozoides (MCOE)

Las estructuras MCE y MNCA, almacenan informacién complementaria acerca de la
ubicacion y forma de los espermatozoides respectivamente. No obstante, la MCE
presenta errores tipicos del algoritmo de umbralizacion a dos niveles que pueden ser
corregidos con la informaciéon que guarda la MNCA. Para ello, se construyo la



Mascara de Contornos de Espermatozoides (MCOE), la cual mantiene los contornos
de las regiones presentes en la MNCA.

El procedimiento se lleva a cabo en tres pasos. Primero, se aplica la operacion de
convolucion sobre la MNCA utilizando el ntcleo horizontal, vertical y diagonal de
Prewitt de 3x3 (en ambos sentidos) para detectar contornos [10]; a la imagen
resultante, se le aplica erosion, y finalmente DFS para eliminar las regiones de la
imagen cuyas dimensiones sean inferiores a 25x25 pixeles, ya que corresponden a
algunos contornos internos de la cabeza del espermatozoide. En la Figura 5 se
muestra, de izquierda a derecha, los pasos descritos para construir la estructura
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Fig. 5. Construccion de la Mascara de Contornos de Espermatozoides

3.4 Extraccion de las Cajas Contenedoras Orientadas (CCO)

Una vez que se dispone de las estructuras MCE y MCOE se aplica el operador
morfolégico XOR entre ambas. En la imagen resultante, se remueven tanto las
regiones que contengan menos de 200 pixeles, como aquellas que no son intersecadas
por la MNCA. Este procedimiento facilita la depuracion y separacion de las cabezas
de los espermatozoides que se hallan en contacto (Figura 6). Durante la aplicacion de
DFS para la remocion de las regiones pequefias, se debe tomar la precaucion de
guardar los limites (izquierdo, derecho, superior e inferior) de cada region. Estas
coordenadas definen un rectangulo que restringe el area de célculo para la recta de
mayor longitud que pase por la cabeza e incluya el centro del rectangulo. Las CCOs
obtenidas se orientan con el eje de las abscisas.

3.5 Separacion de las estructuras del espermatozoide

Para identificar las estructuras de los espermatozoides contenidos en las regiones
delimitadas se aplica nuevamente la técnica de umbralizacion, pero con dos umbrales
locales calculados para cada CCO. Para determinar estos valores se tomo la intensidad
de gris promedio en la region delimitada por la CCO y se multiplicé por 0,6 para
obtener el umbral 1 y 1,15 para obtener el umbral 2 (criterio heuristico). De este
modo, se obtienen regiones definidas a tres niveles de intensidad de gris donde el
negro corresponde a la region post-acrosémica, el gris identifica tanto al acrosoma
como a cuello y el blanco representa el fondo. Para corregir el efecto de
desbordamiento de las regiones, se procede de la siguiente manera: 1) Aplicar el
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Fig 6. Construccion de las cajas contenedoras orientadas

operador logico XOR entre la MCOE y la imagen trinarizada, 2) Remover las
regiones pequefias hacia los bordes de las estructuras y 3) Aplicar el operador logico
OR entre la imagen resultante y la MNCA para volver a agregar los pixeles del borde
(ver Figura 7).

Imagen Criginal Umbtalizacion atres niveles  ¥OR(UmbralizacionCOE)  OR{Umbralizacian, MWCA) v
remocion de areas pequenias

- Caija Contenedors Orientada — Mascara de Contornos de Espermatozoides - MCCE
Fig. 7. Umbralizacién de CCO a tres niveles

Con el objetivo de evaluar el algoritmo de segmentacion propuesto, se disefid un
protocolo de prueba que consistid en seleccionar aleatoriamente 89 imagenes (30,3%)
de las 294 disponibles y aplicar el algoritmo propuesto a cada una de ellas. A
continuacion, se determiné el error de segmentacion y el de omision. Los resultados
se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados del protocolo de prueba

Parametro Valor
Estructuras identificadas 1209
Espermatozoides presentes 1196
Espermatozoides reconocidos 1116
Espermatozoides no reconocidos 80
Falsos reconocimientos 93

Como se observa en esta Tabla, la muestra estaba compuesta por 1196
espermatozoides y el algoritmo identifico 1209 estructuras, de las cuales 1116
correspondieron a espermatozoides y 93 a falsos positivos. El algoritmo no reconocid



80 espermatozoides. El error de segmentacion (relativo porcentual) fue de 7,7% y se
calculé dividiendo los falsos reconocimientos entre las detecciones totales. El error de
omision (relativo porcentual) fue de 6,7% y se determind dividiendo el niimero de
espermatozoides no reconocidos entre el nimero de espermatozoides presentes.

4 Extraccion de las caracteristicas morfolégicas

Como resultado del procedimiento de segmentacion, se guardan por separado las
imagenes de las estructuras a ser consideradas como posibles espermatozoides,
contenidas en sus cajas ya alineadas con el eje de las abscisas. El siguiente paso
consiste en extraer las caracteristicas de cada una de éstas.

Esta fase de la investigacion estd dirigida a la caracterizacion de las cabezas de los
espermatozoides humanos por lo que, siguiendo los criterios de la OMS para la
clasificacion morfoldgica, se consideraron como variables el area de la region
acrosOmica, postacrosomica y total de la cabeza, las cuales se utilizan para determinar
la presencia tanto de defectos de tamafio (macrocéfalo o microcéfalo), como defectos
relacionados a la proporcion entre el area de las regiones. Para estimar problemas de
forma de las cabezas, se registraron las longitudes de sus ejes de orientacion,
horizontal y vertical; la relacion entre éstos da una idea de la elipticidad.

Para estimar deformaciones se calculo el perimetro de la cabeza y se compard con
el perimetro de la elipse imaginaria definida a partir de los ejes; mientras mayor sea la
diferencia entre ambos, mayor serd la deformacion de la cabeza. Otra medida que se
considero fue la diferencia en pixeles entre la elipse ideal y el contorno real dibujando
la elipse en una matriz auxiliar y contando, en valor absoluto, la distancia de un pixel
de la elipse con respeto a su homélogo en el contorno de la cabeza; a menor ajuste del
contorno a la elipse ideal mayor serad esta cantidad y mas irregular la cabeza. En la
Figura 8 se ilustran estos procedimientos. En total se definieron 10 variables para
construir el vector de caracteristicas, las cuales se describen en la Tabla 2.
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Fig. 8. Caracteristicas extraidas.



Tabla 2. Descripcion de las variables extraidas

Caracteristica Descripcion

Area cabeza Numero de pixeles en la cabeza

Area acrosoma Numero de pixeles en region acrosdémica

Area post-acrosoma Numero de pixeles en region post-acrosomica

Eje horizontal cabeza Longitud en pixeles del eje horizontal de la cabeza

Eje vertical cabeza Longitud en pixeles del eje vertical de la cabeza

Diferencia Ei-Cr Diferencia en pixeles entre contorno real y contorno de
elipse ideal calculada a partir de los ejes de la cabeza

Elipticidad Divisién entre eje horizontal y eje vertical de la cabeza

Perimetro real Numero de pixeles que conforman el borde de la cabeza

Perimetro ideal Perimetro eliptico definido por: p = 27t\/((a2+b2)/ 2)

Diferencia Pi - Pr Diferencia entre perimetro eliptico ideal y perimetro real

Conclusiones y trabajos futuros

A pesar de la complejidad del proceso, producto de las caracteristicas del problema y
de la calidad de las imagenes, fue posible proponer un algoritmo de segmentacion de
espermatozoides humanos que presenta un margen de error que, comparado con la
dificultad y variabilidad de replicacion de los resultados de la evaluacion morfoldogica
por parte de los expertos, hacen pensar en la posibilidad real de obtener un algoritmo
robusto para realizar esta tarea.

En la actualidad se trabaja en la construccion de una base de datos constituida por
las variables obtenidas con el algoritmo de extraccion, la cual sera utilizada para
generar modelos de clasificacion morfoldgica aplicando técnicas de mineria de datos.
Ademas, se trabaja en la propuesta de un umbral adaptativo en la generacion de las
MCE vy en la separacion de las estructuras del espermatozoide, con el fin de superar
los problemas surgidos en la segmentacion, como consecuencia de la variabilidad de
la tonalidad y coloracion de las laminas.
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