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Le comptage cellulaire fait partie du quotidien biwlogiste cellulaire. C’est une étape
obligatoire, parfois fastidieuse mais incontoureabh culture cellulaire. Elle permet d’avoir
une information qualitative, et surtout quantitatsur sa culture cellulaire a un temps T. Selon
les besoins de I'utilisateur ou de I'expériencs,riesultats obtenus peuvent étre décisifs pour la
réussite de I'expérience. C’est pourquoi, le comggteellulaire ne doit pas étre néglige.

A travers ce TechOzyme, nous allons aborder lesdmpratiques d’'un comptage cellulaire,
les méthodes existantes classiquement utiliséemter quelques recommandations pour
optimiser ses comptages.
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Principe du comptage cellulaire

Le comptage ou numeration cellulaire est la
détermination du nombre de cellules contenues dans

un volume précis dun milieu liquide. On eixpe le résultat d'un comptage en
concentration cellulaire, c’est a dire en unitévéigements par unité de volume (par ex. nombre
de cellules / ml). Le comptage cellulaire s’effectoujours sur une partie de I'échantillon et
jamais sur sa totalité. Pour cela un échantilloiindée la solution totale est prélevé puis le
nombre d’événements présents est compté. Le nowifilenu est extrapolé au volume
total pour estimer la concentration.



La numération cellulaire peut se faire soit parcamptage manuel au microscopesoit par
uncomptage automatiséavec des équipements dédiés.

Selon la nature de I'échantillon (lysat de broydgeganes, suspension d’une culture cellulaire,
extrait de sang de patients, etc ...), le principecdmptage est identique mais avec les
compteurs automatisés des optimisations sont reicesgour éviter de sur ou sous-exprimer
la concentration cellulaire.

En complément, nous verrons qu'il est possibleateliner le comptage avec la viabilité des
cellules.

Le comptage manuel

Le comptage manuel est le comptage le plus répdadsi les laboratoires, car il est rapide et
trés facile a mettre en ceuvre (nécessite peu deigiatC’est I'utilisateur lui-méme qui choisit
de compter ou non certaines cellules. Pour ce cyephanuel, I'expérimentateur a besoin :

- D’une lame porte objet, généralement en verre ¢piaiss laquelle est creusée une
chambre de comptage de volume connu et compontaqaadrillage

« D’une pipette

« D’un microscope

« De tampon PBS pour les dilutions

- D’une solution a compter

Les lames utilisées pour le comptage manuel sostlalees spécifiques, en verre ou en
plastique. Généralement, les lames en verre seplils utilisées. Ces lames sont en forme de
porte-objet de 30 x 70 mm et de 4 mm d’épaissennmee montré ci-dessous :

La partie centrale possede un quadrillage difféseidn le type de lame (Par ex : Malassez,
Neubauer, Burker, Fuchs Rosenthal, Thoma, ou Biirkek) :

- Les lames Malassez généralement utilisées pour le comptage d’édiarg a forte
densité cellulaire, tel que le sang. Ces lames giemt le comptage d’une majorité
d’échantillons et sont donc les plus répanduesieoratoire.



« Les lames Neubauer dédiées au comptage d’érythrocytes et de throgibs

- Les lames Burker: utilisées pour le comptage de leucocytes

« Les lames Fuchs Rosenthalont une surface bien plus grande que les alatness, et
sont adaptées pour le comptage d’échantillonsuele liquide céphalorachidien.

« Les lames Thoma plutdt réservées pour le comptage d’hématiee ééucocytes

- Les lames Burker Turk : sont une combinaison des lames Birker et Thoma
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Exemple de lame en verre avec son quadrillage

La lame la plus répandue en laboratoire est la ldmdévalassez. Elle est gravée de 100
rectangles, eux-mémes recoupés en 25 rectangleousubdivisés en 20 petits carrés pour
faciliter le comptage. Le volume correspondant aadyillage total est égal aul.

Schéma d'une portion de la lamelle
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Voir en vidéo l'utilisation d’'une lame de Malassez

Pour réaliser le comptage, un volume d’échantitlerla solution & compter (en général entre
10 et 20 pl) est déposé entre la lame et la lanail@iveau du quadrillage (étalement de
I'échantillon par capillarité entre la lame etdarielle).

Cas d’'une culture de cellules adhérentes : pownibta concentration il est nécessaire de
décoller au préalable les cellules en ajoutant aéryipsine pour obtenir une suspension
cellulaire a partir de laquelle le comptage seita fa

La gamme de concentration pour ce type de com@agatue entre 250 000 et 2 500 000

cellules/ml :
- Au-dessus de cette concentration, le risque eleraugmente de fagon significative
- En-dessous de cette gamme, I'extrapolation @st $ar une quantité de cellules trop faible

pour étre fiable



La concentration optimale lue avec cette méthode des 1 million de cellules/ml.
En fonction de la confluence des cellules dansigansion cellulaire, il est recommandé de
faire une dilution avant le comptage. Dans ce itdayt tenir compte du facteur de dilution
dans le calcul de la concentration totale de laesusion cellulaire.

Une fois la lame chargée, elle est observée sousdmscope. Apres la mise au point, on
compte le nombre d’événements sur au moins 4 oarf@< du quadrillage. Le but est de
compter environ 100 cellules.

Apres le comptage, il suffit alors d’extrapoler pogéduire la concentration totale de
I’échantillon/suspension cellulaire :

- Formule de calcul pour obtenir la concentratiotudaie :
Concentration (cel/ml) = Quantité de cellules / Vaime (en ml)
- Formule de calcul modifiée appliquée aux lamesateptage :
Concentration = (Quantité de cellules x 10 000) Quantité de cadres x dilutior)
Comme dans toutes expériences, il est importafdicedes réplicats.
Ce type de comptage manuel, bien que fastidiew»éa@somique et facile a mettre en place

dans un laboratoire. Cependant, apres le comptagedssentiel de nettoyer les lames en verre
pour éviter toutes contaminations croisées.

Pour pallier ce risque de contamination, tle®es en plastique a usage uniquent éte
développéesles hémocytomeétres C-Chip™

Ces lames en plastique comportent 2 chambres d¢ aégc chacune 2 quadrillages permettant
d’effectuer 2 comptages a partir d’une seule lame.
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C-Chip™ : Lame en plastique a usage unique



Combiner une étude de viabilité cellulaire a son coptage
Il est possible de vérifida viabilité de sa suspension cellulairegussi bien avec une lame en
verre réutilisable ou en plastique a usage unique.

Pour cela, on utlise une solution commerciale deeubde trypan de 0,4%.
Le bleu de trypan, aussi appelé bleu diamine ou tdéeNiagara est un colorant vital dérivé de
la ditoluidine (C14H16N2) qui a été synthétisé plaupremiére fois par le chimiste allemand
Paul Ehrlich en 1904. Ce produit est utilisé erotatoire pour colorer les cellules mortes en
bleu foncé, car il pénetre dans le cytoplasme digles mortes dont la membrane plasmique
est devenue perméable. L'ajout du bleu de trypans dae solution marque uniquement les
cellules mortes, les cellules vivantes restentieta Ainsi, il est possible de déterminer dans
une suspension cellulaire la proportion de celluigantes et mortes et donc d’en déduire la
viabilité cellulaire.

Il est recommandé et important d'utiliser une dolutde bleu de trypan préparée
extemporanément avant une série de comptage. Blayuae solution commerciale de bleu de
trypan 0,4% est diluée pour obtenir une solutidh2&b, puis filtrée sur un filtre 0,2 um pour
éliminer les précipités. Enfin, 'échantillon cdliire est mélangé avec la solution de bleu de
trypan 0,2% selon un ratio de 1:1

Pour déterminer la viabilité cellulaire d'une sadat ce mélange est donc déposé sur la lame
de comptage et observé au microscope. Les celiidequées au bleu de trypan ainsi que les
cellules non marquées sont comptées. A partir di@dme échantillon, on obtient donc la
viabilité (c'est-a-dire le nombre de cellules vitempar rapport au nombre de cellules mortes)
et la concentration cellulaire.

Bien que la méthode de comptage manuelle soitefatieconomique, elle a ses limites. En
effet, les résultats peuvent varier d'un utilisatau’autre. Cette méthode de comptage peut
donc étre controverseée car le comptage est peodegtible d’'une lame a une autre et/ou d’'un
utilisateur a un autre. Cela nécessite aussi EepEe d’un microscope partagé dans la salle de
culture, ce qui n’est pas toujours le cas danslesiaboratoires.

Le comptage automatisé

Pour garantir une reproductibilité de comptageuirédla variabilité des résultats liés a
I'utilisateur et gagner du temps, des systemesateptage automatisés ont été développés
depuis quelques années. Ces systémes sont plusing complexes et plus ou moins précis
selon les modéles, mais ils fonctionnent tous suméme principe : un échantillon de volume
connu, une détection des cellules et un calcuh@®hcentration finale.

Compteur de cellules portatif :

Ce type de compteur ressemble a une pipette basstsur le principe Coulter.



Le principe Coulter a été développé par Wallac€sllter en 1940 : il permet de compter et

déterminer la taille des particules en se basarlagnesure d’impédance. Cette technologie a
principalement été créée pour compter rapidemestcgdiules sanguines en mesurant les
modifications de conductance électrique (impédanoe) du passage de ces cellules en
suspension dans un fluide conducteur a traverstingpifice.

Avec le compteur de cellules, I'utilisateur instadl 'extrémité de la pipette une sohdeuis il

va pipeter directement 50 pl de sa suspensionaedypar ex. culture, lysat issu d’'un broyage,
etc ..) préalablement diluée si nécessaire. Laesisspn entre dans la pipette pour étre envoyée
dans un micro-capillaire situé au niveau de la saqa détecte chaque celluia le principe
Coulter et détermine la concentration cellulaire.résultat obtenu est alors affiché sur I'écran
de la sonde (cf photo ci-dessus) avec un histogemontrant la distribution des tailles des
cellules.

Ce compteur automatisé est pratique car petitdeagi portatif. Cependant, il reste trés limité
en termes d’application, et surtout, il est imjlgede vérifier la fiabilité des résultats obtenus
En effet, I'utilisateur n’a aucun moyen de vérifgetes cellules comptées ne sont pas des deébris
ou des « clusters » de cellules comptés commeaute sellule. Il n’a également aucun moyen
de réajuster le comptage ou recompter le méme tlbvaa la différence de certains compteurs
automatisés (cf Cellometer® paragraphe suivant).

*Sonde :
- 40 um -> pour une gamme de tailles de celluléee:17 pm

- 60 um -> pour une gamme de tailles de cellulé® 36 pm
Compteurs automatisés :

Des compteurs automatisés disponibles sur le mautiigent une lecture de cellules en bleu
de trypan, ils possédent une caméra CCD, un ldgieitraitement des résultats et certains sont
eéquipés d’'un portoir de tubes (comptage haut-déhdthantillon est aspiré ainsi que le bleu
de trypan, puis le mélange est injecté dans lesystluidique et passe a travers une cellule
qui permet de capter une image de la suspensilutaded. L’acquisition porte sur une centaine
d’'images qui déterminent le nombre de cellulesplacentration et la viabilité de I'échantillon.
Les données obtenues sont des résultats numérideed)istogrammes de distribution des
tailles de cellules et des images des celluledaltede visualiser les cellules post-comptage



permet de s’assurer que le dispositif n'a pas cérdptfaux positifs ou des débris cellulaires.
En plus des données quantitatives, l'utilisateac@es a des données qualitatives, essentielles
et complémentaires pour la suite de ses expériences

Pour ces compteurs, le volume d’échantillon utiisét étre important (environ 500 pl) auquel
il faut ajouter le volume mort et le volume de ogdge du systeme fluidique.

Ce dispositif est donc gourmand en tampon et earditlon, d’autant plus que le volume

utilisée d’'une suspension cellulaire n’est pastilésable apres le comptage.

De plus, le volume de comptage utilisé et la flgudi exigent des étapes contraignantes de
nettoyage pour écarter tout risque de contaminatioisee.

Un autre automate de comptagée: Cellometer® Autol100 de Nexcelonutilise une
technologie qui combine la facilité et 'ergononda compteur portatif, et la fiabilité des
résultats obtenus avec les compteurs automatisés

Cellometer® Autol000 de Nexcelom

Le Cellometer® Auto 1000 utilise une caméra CCLe lame de dépdt dédiée, et un algorithme
de calcul. L'utilisateur dépose sur une lame estglae dédiée 20 pl d’échantillon cellulaire
(avec ou sans bleu de trypan en fonction des b&seinplace la lame dans le dispositif.
La suspension apparait a I'écran, I'expérimentagsi@ctue la mise au point sur ses cellules
(netteté, temps d’exposition, ...) et lance le cometd.a caméra CCD détecte les cellules et
grace a un algorithme détermine le nombre et lle @es cellules, ainsi que la concentration et
potentiellement la viabilité cellulaire. Les réswdt obtenus sont présentés sous forme
numerique, avec un histogramme de distributionaé#ies et des images. L'utilisateur observe
qualitativement ses résultats, peut choisir deinefsi besoin un comptage pour vérifier la
reproductibilité des données, ou effectuer des fivadions de parameétres pour optimiser son
comptage.

Ce systeme nécessite l'utilisation de consommagldeses) dédiees et a usage unique et il ne
permet d'effectuer qu’'un seul comptage a la foian®ce systéme automatisé, il existe une
bibliotheque de données sur les lignées cellulamelsiant des indications sur la forme, la
morphologie des cellules et aussi sur leur tadliametre, rotondité, intensité d’expression du
marquage, ...

Voir l'utilisation du Cellometer® en vidéo




L’ajout de données qualitatives (visuels, imagesadlules comptées, histogramme, viabilité,
...) aux données quantitatives a permis de démoeratis type de comptage au vue des
avantages :

« Gain de temps, moins de manipulation

« Meilleure reproductibilité

« Sécurité pour l'utilisateur lors des manipulatiofimas de lame en verre, pas de
décontamination des outils)

- Garantie et qualité des résultats

De plus, la plupart des systemes actuels donnesésaa des modules de fluorescence,
permettant entre autre :

« Le comptage de cellules marguées (par ex. en Agri@range ou lodure de Propidium)
- Le comptage de solutions cellulaires complexesgajue des échantillons sanguins

Grace a toutes les données directement intégrémssogatype de compteur automatisé, et au
marquage en fluorescence (simple ou double), Gidigation des cellules vivantes ou mortes
dans un échantillon cellulaire devient tres faaterapide. Par exemple, dans le cas d'un
comptage en présence de globules rouges dans amtéon, ces systémes automatisés
facilitent cette discrimination et I'énumératione Lbénéfice pour les utilisateurs est alors
conséguent : gain de temps, diminution du nomkeagriences, nombre d’erreurs potentielles
minimisé, diminution des faux positifs et une efidé de manipulation optimisée.

Questions fréequemment posées :

- Je compte mes cellules en bleu de trypan, mais j@®nstate souvent une sur-
estimation de ma concentration cellulaire, commergviter cela ?

Le bleu de trypan contient souvent des petits pis qui se mélangent a votre échantillon
cellulaire et qui peuvent étre comptés comme deluleg par votre compteur.
Nous recommandons de diluer le bleu de trypanatk 0,4 %) avec du PBS pour obtenir une
solution a 0,2 %, le filtrer avec un filtre 0,2 yoais de le mélanger ensuite a la suspension
cellulaire au 1:1 pour effectuer le comptage. Uaafion permet d’éliminer les précipités
présents dans le bleu de trypan et optimise ansbinptage.

- Lors de la numération cellulaire, si les cellules & sont pas completement
individualisées, et qu’elles sont agrégées, commattit-je compter ?

De maniéere générale, il est conseillé de compteesoles cellules (pour éviter de sous-estimer
votre densité cellulaire). Que les cellules sommiagrégats (« cluster ») ou en division dans
I'échantillon, il faut toute les dénombrer et nampter un agrégat comme une seule cellule.
Il est également recommandé d’effectuer les conastam triplicat. Le compteur automatisé
Cellometer® Autol000parvient a détecter, & individualiser et & comgaetes les cellules
présentes dans un « cluster ».




