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RESUMEN: Los objetivos de este trabajo fueron: determinar la repetibilidad de las lecturas 
seminales realizadas con el espectrofotómetro y compararlas con aquellas del hemocitómetro, 
realizar una curva de estandarización de lectura espectrofotométrica de concentración semi-
nal y, finalmente, correlacionar los resultados obtenidos por ambos métodos en la especie 
canina. Con este fin se evaluaron 9 eyaculados de 5 perros machos reproductivamente aptos. 
Cada uno de los eyaculados se fraccionó en cuatro partes iguales las que posteriormente se 
diluyeron 1:25, 1:50, y 1:75 en agua destilada, dejando una de las fracciones sin diluir. Se 
realizaron tres lecturas consecutivas con cada uno de los métodos. Se calculó la repetibilidad 
de cada método y el coeficiente de correlación entre ambos. Así, los coeficientes de variación 
fueron 7,8% y 16,9% para el espectrofotómetro y el hemocitómetro, respectivamente y el coefi-
ciente de correlación entre la absorbancia y la concentración fue de r= 0,89 (p < 0.01). Estos 
hallazgos reivindican el uso de la espectrofotometría en la especie canina como un método 
no solo rápido y económico sino también con una precisión aceptable.
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Standardization of spectrophotometry 
for the assessment of sperm 

concentration in the domestic dog

Abstract: The aims of this study were to determine the repeatability of semen measures 
carried out by spectrophotometry and to compare them with that of the hemocytometer, to 
design a standard spectrophotometric curve for canine seminal concentration, and to correlate 
results obtained by both methods. For these purposes, 9 ejaculates were obtained from 5 
normal male dogs. Each ejaculate was divided into four parts, and then diluted 1:25, 1:50, 
1:75 in distilled water; the last fraction was not diluted. All the samples were measured three 
consecutive times by each method. Repeatability and correlation coefficient were calculated 
for both methods. The coefficient of variation of the spectrophotometer and hemocytometer 
was 7.8 % and 16.9 %, respectively and the correlation between absorbance and sperm count 
was r=0.89 (p < 0.01). These findings further present spectrophotometry not only as a rapid 
and low cost method but also precise for semen evaluation in this species.
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INTRODUCCIÓN
El descubrimiento de la hemocitometría 

produjo un hito en la evaluación de la calidad 
seminal del macho. Desde entonces esta técnica 
se ha llamado oficialmente por la OMS como el 
“gold standard” para el conteo espermático (1). 
No obstante, a pesar de la fe depositada en ella, 
son varias las limitaciones observadas desde su 
descubrimiento, tales como el tiempo insumido 
en la ejecución de la misma (2), la variación de 
resultados entre los diferentes hemocitómetros 
disponibles (3), e incluso entre dos conteos de 
una misma muestra en el mismo hemocitóme-
tro (4) o entre distintos operadores (5). En base 
a esto, surge la necesidad de mejorar la técnica 
y las herramientas disponibles para el conteo 
espermático, lo que fomentó el desarrollo de dis-
positivos con un grado mayor de eficiencia. Es así, 
que hoy en día se ofrecen al mercado numerosos 
equipos; entre ellos pueden mencionarse como 
los más usados, el CASA (Computer-Assisted 
Semen Analyzer) y el Spermacue® de Minitub, 
como así también un nuevo y prometedor método, 
la citometría de flujo. Algunos de estos dispositi-
vos han logrado vencer los inconvenientes de la 
hemocitometría, pero presentan otra importante 
restricción a tener en cuenta: su elevado costo. 

El espermatocrito por ejemplo, es una téc-
nica práctica y económica, pero no ha podido ser 
reproducida en caninos (6). 

Por otra parte, el espectrofotómetro conven-
cional además de ser un equipo de bajo costo, 
permite con un mínimo entrenamiento medir 
en pocos minutos (2 a 3 minutos, 7) la cantidad 
de luz que absorbe una muestra de semen, co-
rrelacionándola con un alto grado de precisión 
con la concentración seminal (8). Quizás con el 
surgimiento de dispositivos con mayor grado de 
desarrollo como los mencionados anteriormente, 
se ha llegado a desestimar la utilidad de la espec-
trofotometría para el conteo seminal. No obstante, 
es factible de demostrar que la espectrofotometría 
es uno de los métodos con mejores resultados 
para este fin; además, por su moderado costo, 
podría considerarse como una herramienta de 
considerable valor para laboratorios de bajos a 
medianos recursos. 

Es sabido que las diferentes glándulas 
accesorias de las especies mamíferas secretan 
partículas (9) y que hay una variación biológica 
en la calidad y cantidad de estas entre las espe-
cies. Considerando estas diferencias, así como 
también las de tamaño y concentración seminal, 
resulta razonable validar y estandarizar el conteo 
seminal por espectrofotometría en cada una de 
las especies. Por lo tanto, los objetivos de este 
trabajo fueron: determinar la repetibilidad de 
las lecturas realizadas con el espectrofotómetro 
y compararlas con aquellas del hemocitómetro, 

realizar una curva de estandarización de lectura 
espectrofotométrica de concentración seminal 
canina y, finalmente, correlacionar los resultados 
obtenidos por ambos métodos. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Animales y recolección de las 
muestras seminales

Se utilizaron un total de 5 caninos machos 
adultos de entre 2 y 5 años de edad, saludables 
y con parámetros reproductivos normales, que 
fueron proporcionados por sus propietarios pre-
vio consentimiento escrito. La recolección de las 
muestras se realizó en forma higiénica mediante 
masturbación (10); para dicho procedimiento se 
utilizaron recipientes de plástico, calibrados y 
limpios. Se realizaron dos extracciones de semen 
por animal con un intervalo de 3 días entre cada 
una de ellas. Uno de los eyaculados no pudo ser 
utilizado por derramarse fuera del recipiente, por 
lo que se procesaron un total de 9 eyaculados.

Dilución de los eyaculados
Cada uno de los eyaculados se fraccionó 

en 4 partes iguales las que posteriormente se 
diluyeron 1:25, 1:50, y 1:75 en agua destilada, 
dejando una de las fracciones sin diluir. De esta 
forma se generaron un total de 36 muestras. La 
finalidad de estas diluciones fue obtener distintos 
valores de concentración que permitieran crear 
una mayor variabilidad entre los datos a anali-
zar y por consiguiente un rango más amplio de 
absorbancia.

Conteos en el hemocitómetro 
Para el conteo en cámara de Neubauer 

(Neubauer improved, BOECO, Germany) cada 
una de las muestras generadas por dilución y las 
fracciones no diluidas, se mezclaron con solución 
fisiológica formolada (ClNa 0,9 g, agua destilada 
100 ml y formol 40 %, 0,3 ml) en una proporción 
1:20 ó 1:200. La elección de la dilución a utilizar 
se basó en el aspecto macroscópico de la mues-
tra (grado de opacidad), teniendo así diluciones 
1:200 para las muestras con mayor opacidad y 
1:20 para aquellas translúcidas. Utilizando una 
micropipeta autoajustable (PZ HTL, Daniszewska 
4, 03-230 Warsaw, Polonia) se tomó una alícuota 
de cada muestra por separado, se cargaron las 
cámaras, y se procedió al conteo bajo microscopio 
de luz a 40 aumentos. Fueron contabilizados los 
espermatozoides de 5 cuadrados equidistantes 
entre sí delimitados por 3 líneas paralelas. Se 
tuvo la precaución de no superar el 10% de 
diferencia de conteo entre ambas cámaras del 
hemocitómetro. Los conteos fueron realizados 
en 3 réplicas para calcular la repetibilidad de 
los resultados.
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RESULTADOS
Los valores obtenidos a través del cálculo 

del CV fueron 7,8 % y 16,9 % para el espectrofotó-
metro y la cámara de Neubauer, respectivamente. 
Mediante la ecuación de regresión general se logró 
la alineación de la dispersión de los datos, lo cual 
permitió la estandarización de los valores tanto de 
absorbancia como de concentración (Figura I). 

No se encontraron diferencias significativas 
entre los conteos espermáticos obtenidos con 
ambos equipos (p > 0,05). El coeficiente de co-
rrelación entre la absorbancia y la concentración 
fue de r= 0,89 (p < 0.01). 

DISCUSIÓN
A nuestro conocimiento, no existen reportes 

acerca de la repetibilidad de las mediciones rea-
lizadas por espectrofotometría en semen canino. 
Este dato permite, no solo el conocimiento de la 
misma sino también comparar la repetibilidad 
con la de otros métodos, e incluso con la del “gold 
standard”. Este conocimiento comparativo en la 
especie canina es de ayuda en la toma de deci-
siones para la elección y compra de equipamiento 
en un laboratorio de reproducción.

En nuestro trabajo la cámara de Neubauer 
mostró tener menos de la mitad de la precisión 
del espectrofotómetro. Similar proporción entre 
la precisión de ambos métodos fue previamente 
reportada en la especie bovina (11). 

En este trabajo, al igual que en un estudio 
anterior en la misma especie (r = 0,99; 12) y en 
otras especies como bovinos (r= 0,99; 11), cerdos 

Lecturas en el 
espectrofotómetro

Para la medición en el espectrofotómetro 
(Metrolab RC 325 junior, Argentina) la dilución 
se hizo en agua destilada 1:30 (0,05 ml de la 
muestra en 1,5 ml de agua destilada), y la lon-
gitud de onda utilizada en dicho procedimiento 
fue de 620 nm. 

Previo a la lectura, el aparato fue calibrado 
a 0 de absorbancia y transmitancia utilizando 
como blanco un tubo de vidrio limpio y sin raya-
duras, al cual se le agregó 1,5 ml de agua desti-
lada en su interior. Luego a ese mismo tubo, se 
le colocó la muestra diluida como se detalló más 
arriba, se ajustó la longitud de onda indicada y 
se procedió a la lectura. Cada una de las lecturas 
se realizó 3 veces consecutivas.

Análisis de datos
Se calculó la repetibilidad de cada método 

mediante el análisis del coeficiente de variación 
(CV= σ/X.100) de las tres réplicas realizadas en 
cada una de las muestras. Luego, se realizó una 
curva de estandarización entre los valores de 
absorbancia y de concentración mediante la uti-
lización de la ecuación de regresión lineal, según 
la fórmula y= a+bx, donde “x” fue el conteo en cá-
mara e “y” los valores de absorbancia. Por último, 
se compararon las concentraciones seminales 
obtenidas por cada equipo a través de un Test de 
Student. De no hallar diferencias significativas 
entre los conteos se calculó del coeficiente de 
correlación de Pearson para dichos datos. 

Figura 1 

Concentración espermática (Neubauer) x 106/ml
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Spermatozoa concentration (Neubauer) x 106/ml
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Figura I: Relación entre la concentración espermática medida por hemocitometría (cámara de Neu-
bauer) y la absorbancia por espectrofotometría de muestras seminales caninas.
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(r= 0,96; 13) y conejos (r= 0,97; 14) entre otros, 
se encontró una alta correlación para los conteos 
espermáticos obtenidos por ambos métodos. 

Por otro lado, la alta correlación entre los 
aparatos permitió generar un índice de equi
valencias para la lectura de la concentración en el 
espectrofotómetro a partir de los datos obtenidos 
por cámara de Neubauer. Debido a la dispersión 
de dichos datos fue necesario su alineamiento 
por medio de una ecuación de regresión lineal 
para la homogeneización de los mismos, como 
se realizó en anteriores trabajos (15,16), ya que 
su modelo de comportamiento fue similar. Estos 
hallazgos reivindican el uso de la espectrofoto-
metría en la especie canina como un método no 
solo rápido y económico sino también con una 
precisión aceptable.
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