Mantenimiento de la linea celular HEp-2
infectada con cuerpos elementales de
Chlamydia trachomatis serovar L2.
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Chlamydia
trachomatis.

ITS
-Vaginales, anales,
orales
-Transmision vertical

15 serotipos
A-C: Trachoma
D-K: I. Oculo-genitales
L1,L2,L3: LGV

[ ReS|stenc|a ] @ -Infertilidad

-linfogranuloma
venéreo

-Embarazo ectépico

-Infertilidad
i -Enfermedad
e casl) inflamatoria pélvica
poxiciclina

-Cervicitis
-Dolor pélvico

25 comprreen

v

Alta prevalencia en el pais y a nivel
mundial

4.1% de prevalencia en Colombia

Tomado de:

http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50120-41572020000300534



Ciclo de vida de Chlamydia

Invasion de EB
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Tomado de: http://perspectivesinmedicine.cshlp.org/content/3/5/a010256.long



Importancia del cultivo celular.

L Método de referencia para
1980 Reemplazado por otras técnicas
13 . . . . . comparar las otras pruebas y se
Alonso et al Método mas sencillas, rapidas, sensibles )
. e emplea en laboratorios de
diagndstico y con mayor alcance. :
referencia.
Ventajas O Desventajas
- Validar nuevos métodos diagndsticos. / - Técnicas exigentes. \
- Evaluar la viabilidad del microorganismo. - Incubacién tardia, crecimiento lentoy
- Obtener cepas para su posterior caracterizacion y escaso.
produccion de antigenos. - El personal debe estar altamente
- Resistencia de péptidos antimicrobianos en ensayos calificado.
clinicos de eficacia de tratamientos. - Microorganismo muy labil.
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HEp-2
Linea celular Hela v Ia Crecen con gran rapidez Posee un metabolismo activo
Carrera et al* linea ceIuIarHEp-zy de manera agresiva, y se facilitando su cultivo y su posterior

oponen a la apoptosis. infeccion .
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Células HEp-2
infectadas con EB's de
Chlamydia trachomatis
serovar L2.



Cuerpos
elementales
bastante
labiles

|

Dificultan la investigaciéon
basica

Cuerpo elemental

La estandarizacion de una técnica de obtencion de dichos cuerpos elementales a partir de un modelo in
vivo de infeccion de células HEp-2 por C. trachomatis serovar L2 reduciria notablemente costos en
investigacion basica.



Objetivos.

Objetivo General

Estandarizar el cultivo y mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con cuerpos elementales de
Chlamydia trachomatis serovar L2.

Objetivos especificos

- Establecer el cultivo y mantenimiento de la linea celular Hep-2 sin infectar.

- Efectuar la infeccidn de células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2.

- Propagar la linea celular infectada con los cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2,
para futuras investigaciones



Mantenimiento

Viabilidad Azul

de tripano
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Infeccién y propagacion de las células HEp-2 con cuerpos
elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2.
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Resultados

Morfologia y mantenimiento de la linea celular HEp-2.

Metabolismo celular

Morfologia celular: Células alargadas, citoplasma bien delimitado, ntcleo y
nucleolos
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Resultados

Confluencia de la linea celular HEp-2.
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24 horas 48 horas 72 horas
Células en suspension Confluencia del 40% Confluencia del 70% Confluencia del 100%
o Medio MEM - SFB 10%: Confluencia del 45% @ 7——— """ S
Juntinico et al°  --------- : - . Medio DMEM aporta
Medio DMEM - SFB 10%: Confluencia del 80% Medio DMEM - SFB 10%: : mayor cantidad de :
Carrera* ™" Medio DMEM GIBCO - SFB 10%: Confluencia del 80% Confluencia del 70% | aminodcidos, vitaminas y .
Castellanos et al® - yedjo DMEM - SFB 20%: Confluencia del 90% | hormonas. 11




Celulos vivas:
_’
Trmisporeites
Células vivas:
Transparentes
Carreray 90-95%
colaboradores*

Viabilidad de las células HEp-2.

Células muertas:
Azules

5-10%

10X

Células muartas:

Azlles
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Morfologia de las células HEp-2 teihidas con Giemsa.

hsna

Citoplasma: Morado Nucleo: Fucsia
Carrera et gl Sin A+B; fijacién metanol y 1 hora de colorante Do :
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Castellanos et al® —-- fijacién metanol y 1 hora de colorante colorante . fijacién con metanol : 13




Resultados

Células HEp-2 infectadas con Chlamydia trachomatis

a las 0, 24 y 48 hpi.
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Resultados

Linea celular HEp-2 a las 72 horas post infeccién.

Cuerpos Elementales: Circulares, pequeiios, bien delimitados y refringentes




Resultados

Linea celular HEp-2 a las 72 horas post infeccion.

EBs : Circulares, pequeiios, bien delimitados y refringentes
Células HEp-2: Citoplasma y nticleo
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Conteo de EB’s de Chlamydia trachomatis obtenidos
a las 24, 48 y 72 hpi.

Objecode ons | 24feraspost | 3horaspust | 72horaspos
EB’s extracelulares 0 2 4
EB’s intracelulares 3 4 5
Total de EB’s 3 6 9
MOl 0.1 0.23 0.36

Conteo de los EB's C. trachomatis serovar L2 post infeccién,

visualizados en objetivo de 100x.

Ojevodedns | Fpmrmpt | St T2 ot
EB’s extracelulares 1 4 9
EB’s intracelulares 5 6 8
Total de EB’s 6 10 17

Conteo de los EB’s C. trachomatis serovar L2 post infeccidn,
visualizados en objetivo de 40x.

Promedio de EB’s

Grafica del recuento de EB’s de Chlamydia

trachomatis serovar L2 después de 24, 48 y 72 hpi
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Esta grafica refleja que el aumento de los cuerpos
elementales de Chlamydia trachomatis es directamente
proporcional al tiempo transcurrido tras la infeccion.
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Propagacion de EBs de C. trachomatis a partir de la linea
celular HEp-2 previamente infectada.

. ok

Conteo de los EB's C. trachomatis serovar
L2 tras propagacion

3

% ¥ 48 horas post infeccién 40X 100X
'
EB’s extracelulares 5 3
EB’s intracelulares 3 2
| R Total de EB’s 8 5
-
e MOI 0.05 0.2
i
o -
48 horas post infeccion
' Fue posible la propagacion de los EBs de C. trachomatis a . Patrick y M‘%‘gﬁg@ Aﬂelgw
i partir de la linea celular HEp-2 previamente infectada. colaboradores* MO! 0.5



Resultados

Mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada.

Células en suspension Giemsa Giemsa
. - Aunque la bacteria puede entrar en Al descongelar las células e
Co’ngelac:on de EIDMSOy SFB estado de persistencia incubarlas con medio DMEM
linea celular 90% ya no es p . -
HEp-2 infectad fici - Las células pierden estabilidad, suplementado, ya no hay
p-2 infectada suficiente viabilidad adherencia celular

Aunque no fue posible mantener la linea celular infectada, la viabilidad y capacidad infecciosa de los cuerpos
elementales de Chlamydia trachomatis queda pendiente por demostrar en futuras investigaciones. 20




Conclusiones.

Se logroé el cultivo y mantenimiento de la linea celular HEp-2 para el crecimiento de los cuerpos
elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2.

Se efectud la infeccién de células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis
serovar L2, y se demostré por medio de la coloracién de Giemsa la morfologia habitual de las
células HEp-2 y los cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis

La evidencia presentada, nos lleva a concluir que no fue posible realizar el mantenimiento de la
linea celular HEp-2 infectada con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2 pues
después de la infeccidn las células presentan un cambio en su morfologia y dafio celular que les
impide continuar con su metabolismo habitual.

Se logré la propagaciéon de la linea celular HEp-2 infectada con los cuerpos elementales de
Chlamydia trachomatis serovar L2, para futuras investigaciones.
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dedicacion y paciencia en este proyecto, por darnos la oportunidad de ser aprendices y encaminarnos en el campo de la
investigacion.

- Ala Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca por formarnos todo este tiempo como estudiantes y abrirnos sus puertas
desde el momento de la admisién hasta el dia de hoy.
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