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1 Resumen de las ideas clave

En este articulo vamos a explicar cémo estimar la densidad de células y/o particulas en una
suspension mediante el uso de diferentes tipos de camaras de recuento. El conteo de
particulas es una técnica ampliamente utilizada en una gran cantidad de ramas como la
biotecnologia, biomedicina, producciéon animal, produccidon vegetal, etc. por lo que la
comprension y el desarrollo de este proceso permitird al alumno poder aplicarla en
diferentes etapas y procedimientos.

2 Objetivos

A través de la lectura y comprension de este documento el alumno serd capaz de:

e (Calcular la densidad de diferentes tipos de particulas por unidad de volumen en una
suspension

e Utilizar diferentes modelos de cdmaras de recuento para la estimacion de dichas
densidades

e Aplicar los resultados obtenidos en distintos procesos biotecnoldgicos o biomédicos

3 Introduccidén

El contaje de particulas se presenta como una herramienta de gran utilidad que puede
aplicarse en una gran cantidad de procesos relacionados con la biotecnologia, biomedicina,
produccién animal o produccidn vegetal [1]. Pero os preguntareis... ¢qué aplicacion tiene
exactamente? ¢épara qué sirve realmente? Pues bien, gracias al contaje de determinadas
células podemos conocer cosas tan interesantes como:

; iSaber si estamos enfermos o si padecemos algun tipo de infeccién! En este
caso, los hospitales se encargan de contar la cantidad de glébulos blancos
presentes en una muestra de sangre, si hay muchos... algo va mal.

Saber cuanta levadura tenemos que afiadir en una receta determinada para
conseguir un buen pastel (vosotros normalmente afiadis la cantidad de levadura
que dice la receta, pero... ila empresa que nos vende esa levadura sabe
exactamente la cantidad de esas bacterias (levaduras) que estamos afiadiendo!)

iSaber el grado de degradacién que sufre unrio, un lago o I’Albufera de Valencia!

\{ En este caso, un simple conteo de la cantidad de fitoplancton (microalgas)

9 existente en una muestra de agua recogida del ecosistema puede decirnos el
e grado de eutrofizacién (degradacion) del mismo.

Como habéis podido comprobar, el contaje celular puede aplicarse en una gran cantidad de
procesos, y algunos de ellos pueden resultar incluso cercanos o familiares para muchos de
vosotros (analisis de sangre, hacer un bizcocho, etc.). Ahora bien, la siguiente pregunta que
nos hacemos es écémo se hace? écdmo se lleva a cabo ese conteo celular?
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4 Desarrollo

La estimacion de la densidad celular puede llevarse a cabo a través de diferentes métodos
o técnicas [2], entre los que podemos destacar i) el recuento celular a través del
microscopio, ii) el recuento celular a través de contadores de particulas automaticos
(citometria de flujo), iii) la determinacién de los cambios de densidad éptica del cultivo por
espectrofotometria y, finalmente, iv) la cuantificacion de la biomasa en peso seco.

De todos estos métodos, el recuento celular mediante microscopia optica es la técnica mas
utilizada para estimar la densidad celular, ya que es un método sencillo y poco costoso
(econédmicamente hablando). Sin embargo, es un método que resulta algo tedioso en su
faceta instrumental, por lo que no suele generar resultados aceptables hasta que se
adquiere la destreza necesaria en el laboratorio. Ademas, el proceso de recuento celular
consta de una serie de fases (Figura 1) que explicaremos en las siguientes secciones de
manera detallada.

Toma de Dilucion de la Llenado de
alicuota muestra camara

Figura 1. Etapas a seguir en el laboratorio para estimar la densidad celular de una muestra

4.1 Toma de alicuota (toma de muestra representativa)

Aungue parezca un proceso trivial, la toma de alicuota (muestra representativa) es una etapa
delicada dentro del proceso de conteo celular, ya que la eleccion de una “alicuota” no
representativa puede generar resultados engafiosos. Vamos a verlo con un ejemplo:

A un investigador le han encargado el andlisis del agua de una zona determinada del lago de I’Albufera.
Para ello, el investigador se dirige a esa zona y toma 3 muestras (réplicas) de un mismo punto (Figura
2). Con el objetivo de estimar la densidad de fitoplancton (pequefias células vegetales) existente en las
muestras, el investigador coge con una pipeta una alicuota de cada tubo (circulo azul) para realizar el
correspondiente conteo celular. Cuando acaba todo el proceso, el investigador se da cuenta de que
cada muestra analizada presenta una densidad diferente!!!

éTe atreves a decir por qué le ha sucedido esto observando la imagen de la figura?
@ éVa a tener el investigador que repetir el trabajo? éel de campo o el de laboratorio?

Realmente han sucedido 2. eventos criticos a evitar en
durante el proceso de toma de alicuotas:

i, La alicnota en cada muestra se ha tomado a una
atura diferente

i, Las  wuestras wo eStaban  correctamente
homogenizadas ew el momewto de coger la alicuota

Por tawto.. el nvestigador debe de repetir el trabajo de laboratoris,
anwdue vio es vecesario due Vuelva al lago a towmar waevas muestras

Figura 2. Diferentes muestras tomadas de un mismo punto en el lago de I'Albufera

Pagina2de 8



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

4.2 Dilucion de la muestra

Muchas veces sucede que la muestra original que obtenemos en el campo o en el laboratorio
presenta una densidad celular excesivamente elevada, y es practicamente inviable realizar
un conteo celular en estas condiciones. Es por ello que, ante este tipo de situaciones, las
muestras originales deben diluirse en el laboratorio en un proceso previo al conteo celular.

éTe imaginas como se hace esta dilucién? ¢Cuanto tengo que diluir la muestra
original? o éen qué medio tengo que diluir la muestra?

La primera de estas cuestiones tiene una respuesta directa: la dilucién de la muestra se
llevara a cabo mediante el método conocido como diluciones seriadas [3]. En este tipo de
diluciones se parte de una muestra original y se preparan series de diluciones al décimo (1:10)
o al medio (1:2) en un buffer (solucién tampdn) especifico.

A) 100yl 100l 100l B) so00ul 500 ul 500 ul
8
(=]
- - - L] - -
| J | ]
A\ 4 v

Original 900 pl de buffer en cada tubo Original 500 pl de bufferen cada tubo

Figura 3. Esquema de una dilucién seriada. A) Factor de 10 o a la décima parte (1:10, 1:100, 1:1000,
etc.), B) Factor de 2 o al medio (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 etc.).

En relacién con la segunda pregunta, ¢{Cudnto tengo que diluir la muestra original?, la
respuesta es depende (depende de cuan concentrada estuviera la muestra original). En este
sentido, es importante tener en cuenta que si realizo una dilucién muy pequefia todavia voy
a tener que contar una gran cantidad de células (mucho tiempo invertido) y, por otra parte,
si la diluyo la muestra en exceso las posibilidades de cometer un error son mds grandes en
términos de varianza experimental.

Finalmente, y en relacién con la Ultima pregunta, la muestra habrd que diluirla en un medio
similar (buffer) a donde se encontraban suspendidas las células en el medio original. En este
sentido podemos ver algunos ejemplo en la siguiente figura.

Sangre

mamiferos Gametos Planc_ton
mamiferos Qarno
Sangre Gametos
Sangre Gametos tiburones tibutrones
peces DECES \
Suero fisiolégico Agua marina Agua dulce

Figura 4. Medios de dilucién mas utilizados para resuspender diferentes tipos de muestras bioldgicas
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4.3 Llenado de la camara de recuento

Una vez tenemos la muestra original diluida a un factor que consideremos que puede ser
apropiado para su analisis (para esto la experiencia serd un grado!!l), estamos en condiciones
de poder cargar la cdmara de recuento. En el mercado existe una gran variedad de camaras
de recuento (también conocidas como hemocitdmetros), pero el funcionamiento es
basicamente el mismo para todas ellas. Veamos cdmo es y cdmo se carga una camara de
recuento en la siguiente secuencia:

- ]
i. Coloca un cubre de cristal que tape el compartimento 1y 2

ii. Pipetea 20 ul de la muestra previamente diluida (preparada en
el punto 4.2)

iii. ~ Coloca la pipeta en uno de los bordes y libera la dilucion poco a
poco hasta que se llene uno de los dos compartimentos

iv. Repite el mismo proceso (b + ¢) en el otro lado de la cdmara y
llena el otro compartimento

v. Deja reposar la suspension un par de minutos ‘
Camara de recuento o hemocitémetro

4.4 Recuento o contaje celular

Una vez que la muestra ha sedimentado, colocamos la cdmara bajo el microscopio e
intentamos encontrar (con pocos aumentos, 10x) uno de los dos compartimentos (Figura 5).
Una vez localizado, cambiar a 20x o 40x y localizar el darea que se desea contar. Si hemos
realizado todos los pasos de manera correcta (toma de alicuota, dilucidon y llenado),
deberiamos de observar células en suspensidn como en la imagen a 40x Figura 5.

i

Figura 5. Aspecto del compartimento de conteo en una cdmara de recuento (Neubauer improved)
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Como habras podido observar, en cada uno de los compartimentos de recuento de la cdmara
existen multitud de cuadrados y, ademds, cada uno de ellos tiene diferente tamafio. Vamos
a explicarlo en detalle y a verlo graficamente en un modelo genérico (Figura 6)

e La cuadricula de recuento esta formada por 9 cuadrados
grandes, cada uno de ellos con una superficie de 1 mm?.

e Los 4 cuadrados grandes de las esquinas estan formados
a su vez por 16 cuadrados (color verde).

e El cuadrado grande central (con marco rojo) esta
dividido en 25 cuadrados medianos (color amarillo), y
cada uno de ellos a su vez estd divido en 16 cuadrados
pequefios (color azul).

Figura 6. Aspecto del compartimento de conteo en una camara de recuento (Neubauer improved)

El conteo celular se puede realizar tanto en el cuadrado grande central (a 40x) como en los 4
cuadrados grandes de las esquinas (a 20x), y todo dependerd del tamafio de las células que
vayamos a analizar (fitoplancton, glébulos rojos, glébulos blancos, espermatozoides, etc.).
Para entenderlo mejor, vamos a ver un ejemplo practico para cada caso:

Ejemplo A. Recuento de glébulos blancos. Dado que los glébulos blancos
son células de un gran tamafio, su conteo se suele llevar a cabo a 20
aumentos utilizando los 4 cuadrados grandes de los hemocitometros. En la
imagen de la derecha vemos que en el conteo hemos obtenido un total de
18 glébulos. No hemos incluido aquellos que tocaban la linea inferior o
derecha (remarcada en rojo), pero si los que tocaban la linea superior e
izquierda (remarcada en verde)

Ejemplo B. Recuento de espermatozoides. Debido a que los
espermatozoides son generalmente células pequefias, su conteo se Il
suele llevar a cabo a 40x utilizando el cuadrado central. De los 25 e
cuadrados medianos que conforman el cuadrado central, se suelen T
contar las células que se encuentran dentro de 5 cuadrados que
forman una diagonal (imagen de la derecha). En este ejemplo, uno de
los cuadrados medianos que hemos contado contenia 11 ol
espermatozoides. Al igual que en el ejemplo anterior, no_hemos bt S N
incluido los espermatozoides que tocaban la linea inferior y derecha ‘

(2), pero si los que tocaban la linea superior e izquierda (1).

iRecuerda que nos faltarian por contar aun 4 cuadrados para completar los 5!

Es importante remarcar que si tengo una elevada cantidad de células para

contar, lo mejor seria realizar de nuevo una dilucidn (ver apratadao 4.2) con el
fin de evitar errores (dobles conteos, etc.)
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4.5 Calculo o estimacion de la densidad celular

Ahora que ya sabemos contar el nimero de células que tenemos en el compartimento de
conteo del hemocitémetro, écdmo sabemos la densidad de la muestra original?

iiY aqui entran las matematicas!! Realmente el parametro de la densidad no es mas que la
magnitud que expresa la relaciéon entre la masa (o niumero) y el volumen de un cuerpo o
sustancia. En este sentido, el primer factor ya lo conocemos (que es el nUmero de células que
hemos contado) pero... ¢y el volumen?

Pues el volumen donde hemos realizado ese conteo viene especificado en las instrucciones
de cada cdmara de recuento o hemocitdmetro. Aunque suelen seguir un patron similar, cada
camara presenta un tamafio especifico, por lo que para realizar el calculo final de la densidad
celular siempre deberemos recurrir a la especificaciones de cada modelo. No obstante,
vamos a ver un ejemplo genérico de cdmo se realiza este cdlculo, donde vamos a tomar como
base los dos conteos del apartado anterior (gldbulos blancos y espermatozoides).

N¢ de células contadas

Densidad =
ensida Superficie de conteo (mm?) x Profundidad (mm) X Dilucién

Ejemplo A. Recuento de glébulos blancos

o Células contadas: 18 glébulos blancos

o Superficie de recuento: 4 mm? (4 cuadrados de 1mm? cada uno)
o Profundidad de la cdmara: 0.1 mm

o Dilucion: 1:50

Al aplicar la férmula universal tenemos que:

. 18 globulos ) ,
Densidad = = 225 glébulos/mm3 = 2.25 x 10° géblulos/mL

2 2
4 mm?* X 0.1 mm ><50

Ejemplo B. Recuento de espermatozoides

o Células contadas: 11 espermatozoides

o Superficie de recuento: 0.04 mm? (1 cuadrados medianos de 1mm? cada uno)
o Profundidad de la cdmara: 0.1 mm

o Dilucion: 1:200

Al aplicar la férmula universal tenemos que:

. 11 espermatozoides 5

Densidad = - =5.5x10 esp./mm3 = 5.5 x 10° esp./mL
2

0.04 mm* x 0.1 mm X200

|
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4.6 Tipos de cdmaras de conteo o hemocitometros

Hemos visto como sabiendo el nimero de células contadas en un volumen conocido, puedo
calcular la densidad original de una muestra aplicando una férmula genérica. Sin embargo,
en el mercado existen una amplia variedad de hemocitdmetros y cada modelo puede
presentar un disefio especifico con pequefias variaciones (nUmero de cuadrados, tamao de
estos, etc.). Por tanto, en los siguientes subapartados se muestran 3 de los modelos mds
utilizados en el mercado con un resumen de los pasos a seguir para estimar densidades

celulares en cada uno de ellos [4].

4.6.1 Camara Neubauer

Cuadricula de recuento (3x3 mm) dividida en 9 cuadrados
grandes de 1 mm de arista. Los 4 cuadrados grandes de las
esquinas (L) tienen una superficie de 1Imm? y estén divididos
a su vez en 16 cuadrados medianos (0.25 mm de lado)

Cuadrado grande central dividido en 16 cuadrados medianos
con aristas de 0.20 mm (y estos a su vez divididos en 16
cuadrados con aristas de 0.05 mm).

L
| I | i3
= = -
g
T it = C
. |
jiidties r_
| [ |
1= \ [ = =
I C 5
st [ il Py kel —— . 4 g

4.6.2 Camara Neubauer improved

Los 4 cuadrados grandes (L) de las esquinas se utilizan para
contar céluas grandes (p.ej. leucocituos), mientras que los 5
cuadrados medianos (E) se utilizan para contar céulas de
pequefio tamafio (p.ej. eritrocitos, espermatozoides, etc.)

Cuadricula de recuento (3x3 mm) dividida en 9 cuadrados
grandes de 1 mm de arista. Los 4 cuadrados grandes de las
esquinas (L) tienen una superficie de 1mm? y estén divididos
asu vez en 16 cuadrados medianos (0.25 mm de lado)

Cuadrado grande central dividido en 25 cuadrados medianos
con aristas de 0.20 mm (y estos a su vez divididos en 16
cuadrados con aristas de 0.05 mm).

Los 4 cuadrados grandes (L) de las esquinas se utilizan para
contar céluas grandes (p.ej. leucocituos), mientras que los 5
cuadrados medianos (E) se utilizan para contar céulas de
pequefio tamafio (p.ej. eritrocitos, espermatozoides, etc.)

La cuadricula de recuento cooresponde con la cuadrucila
central de la Neubauer (1x1 mm)

Cuadrado grande central dividido en 16 cuadrados medianos
con aristas de 0.20 mm (y estos a su vez divididos en 16
cuadrados con aristas de 0.05 mm).

' Siiest ‘
| l | = H (N ‘
s | = e e e am=
I
i EmEiEEEE :
- HHHHHHE !
i i imE )
. nan :
o : i I.I- f E
| | } E
[ | gt = —
4.6.3 Camara Thoma
li Eﬁi
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5 Conclusiones

A lo largo de este articulo docente hemos visto como estimar la densidad celular mediante
el uso de camaras de recuento. A pesar de ser un método simple y econédmico, también
hemos visto que resulta algo tedioso en su faceta instrumental, y es importante desarrollar
cada una de las etapas de manera meticulosa

alicuota la muestra camara celular densidad

Toma de Dilucién de Llenado de ] [ Contaje Estimar la

Para ver cémo se desarrolla todo este proceso de manera practicay visual, la revista “Journal
of Visualized Experiments” ofrece un articulo con un video desarrollando de manera
detallada todas las etapas del proceso que hemos ido viendo durante este articulo [5].
iiEchale un ojo para reforzar todos los conceptos que has ido aprendiendo!!

Es importante recordar que la estimacion de la densidad celular es una herramienta muy
utilizada en una gran cantidad de procesos relacionados con la biotecnologia, biomedicina,
produccién animal, produccion vegetal..., con aplicaciones eminentemente practicas como:

oy
Anadlisis de sangre Elaboracion de Técnicas de Andlisis de calidad
alimentos Reproduccion Asistida del agua
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