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5.2.2: Estimacion del nUmero de células

Recuento total de células al microscopio

Fundamento: se requiere de cdmaras especiales de contaje, tales como la de Petroff-Hausser (Figura 5.2). La cdmara consta de 25 cuadrados grandes (cada
uno dividido en 16 cuadrados més pequefios) con un drea total de 1 mm2 y una profundidad de 0,02 mm.

La muestra se coloca en la cdmara, entre el portaobjetos y el cubreobjetos, se deja reposar sobre la plataforma del microscopio durante unos minutos, y se
cuenta el nimero de células en varias celdillas o cuadrados (por lo menos en 5) y se calcula la media (por ejemplo 12 células).

Para calcular el numero de células por mililitro de muestra:
12 celas x 25 cuadrados x 50 factor del volumen de la camara x 10° = 1.7 x 107 células/ml (5.2.2.1)
Ventajas: es un método muy réapido, sencillo y econémico.

Desventajas: sélo sirve para suspensiones relativamente concentradas (>106 cél/ml). Por debajo de este valor el niimero de células vistas en el campo del
microscopio es muy pequefio previamente, con una mezcla de alcohol y agua.

Utilidad: este método es aplicable a organismos unicelulares (levaduras y bacterias) y esporas fungicas.
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Figura 5.2.2.1: Contaje directo al microscopio. (CC-BY; Este libero)

Método del nUmero mas probable (NMP)

Fundamento: este método se fundamenta en el presupuesto de que en una serie de diluciones de la muestra sembradas en tubos con medio liquido, para que
se observe desarrollo en el tubo debe por lo menos haber una célula en el in6culo sembrado. Con esta consigna y aplicando analisis probabilistico segtin las
diluciones y cantidades de tubos de la serie usada (triplicado, quintuplicado u otras variantes) se construyen tablas del NMP/100 ml de muestra, que se
puede calcular con un 95% de confianza para cada una de las situaciones numéricas de la serie usada (Tabla 5.2.2.1).

Por ejemplo, una serie muy usada en el analisis de aguas es la serie de tres diluciones por triplicado, en ella se siembran 3 tubos de 10 ml de muestra,
seguido de 3 de 1 ml y 3 de 0,1 ml. Luego de la incubacién se observa el crecimiento en los tubos buscando el limite de crecimiento (el primer tubo sin
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desarrollo de la serie) y a partir de él se establece el niimero indicativo de la serie para buscar su equivalente en NMP/100 en la tabla correspondiente.

Supongamos que el nimero de tubos positivos por serie de tres resultan 3, 1, 0 respectivamente; esta combinacién en la tabla nos indica un NMP de 43/100.
Desde el punto de vista estadistico esto significa que el 95% de las muestras de agua que dan este resultado contienen entre 7 y 210 bacterias y el niimero
mas probable es 43.

Tabla 5.2.2.1. Indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se utilizan tres alicuotas
de 10 ml, 3 de 1 ml y tres de 0,1 ml.

Numero de tubos positivos del total de indice del NMP ... indice del NMP por 100 ml Limites de confianza

3 tubos de 3 tubos de 3 tubos de . )

10 ml Lml 0.1 ml Inferior Superior

0 0 1 B 0,5 9

0 1 0 3 0,5 13

1 0 0 4 0,5 20

1 0 1 7 1 21

1 1 0 7 1 23

1 1 1 11 3 36

1 2 0 11 3 36

2 0 0 9 1 36

2 0 1 14 3 37

2 1 0 15 3 44

2 1 1 20 7 89

2 2 0 21 4 47

2 2 1 28 10 150
2 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
B 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
B 3 2 1100 150 4800

Recuento de viables en placa

Fundamento: permite la determinacién de los microorganismos presentes en una muestra en base a su desarrollo en medio de cultivo en placas, formando
colonias. Por lo tanto, se determinan por este método sélo las células microbianas viables en las condiciones de trabajo elegidas (nutrientes, atmésfera,
temperatura) (Figura 5.3). Una ventaja importante de esta técnica es que mide el nimero de células viables. Una desventaja es que se requiere bastante
tiempo, por lo general 24 h o més, para que se formen las colonias viables.

Utilidad: este método es aplicable a organismos unicelulares (levaduras y bacterias) y hongos filamentosos.
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PLACA VERTIDA SIEMBRA EN SUPERFICIE
Se mezcla 1 n?l de cada dilucion (alicuota) Se coloca 0,1 ml de cada dilucion (alicuota)
con agar fundido y se coloca en una placa en la superficie de un medio solido y luego
de Petri estéril y vacia. se extiende
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Figura 5.2.2.2: Recuento de células viables en placa (Fuente: Ingraham J & Ingraham C. Introduccién a la Microbiologia. Ed Reverté SA, Espafia, 1998)
(CC-BY; Este libero)

Para calcular el numero de unidades formadoras de colonias por mililitro o gramo de muestra (UFC/g o UFC/ml), se procede de la siguiente manera:

Siembra en superficie:

Promedio del nimero de colonias x factor de dilucisn  x  factos de alicuota =UFC/go UFC/ml (5.2.2.2)
225 x 10° x 10 = 2,25z10%ufc/ml
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Siembra en profundidad:

Promedio del nimero de colonias x factor de dilucisn x factos de alicuota =UFC/go UFC/ml

5.2.2.3
225 x 10° x 1 = 2, 252108 ufc/ml ( )

Determinacion de la proporcion células viables/células totales

Si se estd interesado en conocer esa proporcion se recurre a una técnica de microcultivos en cubreobjetos, hay que seguir periédicamente la evolucién del
crecimiento de células individuales y determinar la proporcién de aquellas células no viables (visibles al microscopio, pero incapaces de crecer).

Recuento sobre filtros de nitrocelulosa

Se usa para suspensiones diluidas de bacterias. Se hace pasar un gran volumen de suspension a través de una membrana de nitrocelulosa estéril, que retiene
las bacterias. Posteriormente, el filtro se deposita sobre la superficie de un medio de cultivo sélido. Las colonias se forman sobre el filtro y se cuentan,
deduciéndose la concentracion original en funcién del volumen de suspension que se hizo pasar por el filtro.

Otros métodos

Recuento en preparaciones teflidas, recuento proporcional de Wright, contadores electrénicos de particulas (tipo Coulter), etc.

This page titled 5.2.2: Estimacion del nimero de células is shared under a not declared license and was authored, remixed, and/or curated by Maria M. Reynoso, Carina E.

Magnoli, Germéan G. Barros y Mirta S. Demo.
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