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Chlamydia 
trachomatis.

Introducción

15 serotipos 
A-C: Trachoma

D-K: I. Oculo-genitales 
L1,L2,L3: LGV 

ITS 
-Vaginales, anales, 

orales
-Transmision vertical

-Embarazo ectópico
-Infertilidad

-Enfermedad 
inflamatoria pélvica

-Cervicitis
-Dolor pélvico

-Infertilidad
-linfogranuloma 

venéreo 

Resistencia

Alta prevalencia en el país y a nivel 
mundial 
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4.1% de prevalencia en Colombia 
Tomado de: 

http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-41572020000300534



Ciclo de vida de Chlamydia Introducción

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

Invasion de EB

Formación de la inclusión y 
diferenciación   de EB a RC

Horas

Replicación de los RC y 
maduración de la inclusión

Diferenciación de RC a EB

Lisis y liberación de EB



Alonso et al13
1980

Método 
diagnóstico

Reemplazado por otras técnicas 
más sencillas, rápidas, sensibles  
y con mayor alcance.

Método de referencia para 
comparar las  otras pruebas y se 
emplea en laboratorios de 
referencia. 

Ventajas

- Validar nuevos métodos diagnósticos.
- Evaluar la viabilidad del microorganismo.
- Obtener cepas para su posterior caracterización y 

producción de antígenos.
- Resistencia de péptidos antimicrobianos en ensayos 

clínicos de eficacia de tratamientos.

- Técnicas exigentes.
- Incubación tardía, crecimiento lento y 

escaso.
- El personal debe estar altamente 

calificado. 
- Microorganismo muy lábil. 

Desventajas

MARCO TEÓRICO

Posee un metabolismo  activo 
facilitando su cultivo  y su posterior 
infección .

Línea celular HeLa y la 
línea celular HEp-2.Carrera et al4

Crecen con gran rapidez  
de manera agresiva, y se 
oponen a la apoptosis.

Importancia del cultivo celular.
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HEp-2



1974

Howard et al. 

Purificación en gradientes 
de densidad de renografin 
de Chlamydia trachomatis 
cultivada en sacos vitelinos 
de huevos.

1994

Beatty et al. 
Clamidias persistentes: 
del cultivo celular a un 
paradigma para la 
patogénesis de las 
clamidias

2013

 Jutinico et al.

Cultivo de la línea celular 
HEp-2: doblaje poblacional 
y coloración con Giemsa 
Perspectivas para el 
estudio de la infección con 
Chlamydia trachomatis.

2015

Carrera et al. 

Comparación del 
cultivo celular de HeLa 
y HEp-2: Perspectivas 
de estudios con 
Chlamydia trachomatis.

2020

Faris et al. 

Propagación y 
purificación de 
transformantes y 
mutantes de 
Chlamydia trachomatis 
Serovar L2

2020

Castellanos et al 

Células HEp-2 
infectadas con EB’s de 
Chlamydia trachomatis 
serovar L2.
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MARCO TEÓRICO



Cuerpos 
elementales 

bastante 
lábiles

MARCO TEÓRICO

Cuerpo elemental Dificultan la investigación 
básica

La estandarización de una técnica de obtención de dichos cuerpos elementales a partir de un modelo in 
vivo de infección de células HEp-2 por C. trachomatis serovar L2 reduciría notablemente costos en 

investigación básica.
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 Objetivos. 

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

Objetivos específicos
- Establecer el cultivo y mantenimiento de la línea celular Hep-2 sin infectar. 
- Efectuar la infección de células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2. 
- Propagar la línea celular infectada con los cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2, 

para futuras investigaciones
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Preparación, mantenimiento y coloración de la línea celular 
HEp-2.

Metodología
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Viabilidad= Factor de dilución x 
profundidad de la cámara x 
promedio del conteo de los 
cuadrantes x volumen de 
suspensión

Mantenimiento

Coloración de 
Giemsa

Viabilidad Azul 
de tripano

DMSO 
SFB 90%

CONGELACION



Infección y propagación de las células HEp-2 con cuerpos 
elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2. 

Metodología
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Infección 

Propagación 



Morfología y mantenimiento de la línea celular HEp-2. 

Resultados

10

C

Metabolismo celularMorfología celular: Células alargadas, citoplasma bien delimitado, núcleo y 
nucleolos



Confluencia de la línea celular HEp-2.

Resultados

11

24 horas 
Confluencia del 40%

48 horas 
Confluencia del 70%

72 horas 
Confluencia del 100%Células en suspensión

Juntinico et al5      ---------

Carrera4                              --------
Castellanos et al6    -------

Medio MEM - SFB 10%: Confluencia del 45% 
Medio DMEM - SFB 10%: Confluencia del 80% 

Medio DMEM GIBCO - SFB 10%: Confluencia del 80%
Medio DMEM - SFB 20%: Confluencia del 90%

Medio DMEM aporta 
mayor cantidad de 

aminoácidos, vitaminas y 
hormonas.

Medio DMEM - SFB 10%: 
Confluencia del 70%



Resultados 
Viabilidad de las células HEp-2.

A
B
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Células vivas: 
Transparentes

90-95%

Células muertas: 
Azules

5-10%Carrera y 
colaboradores4



 Resultados 

Morfología de las células HEp-2 teñidas con Giemsa.
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Citoplasma: Morado         Núcleo: Fucsia          Nucleolos: 1-2

11

Carrera et al4      ---------

Juntinico et al5 ---------
Castellanos et al6 -----

Sln A+B; fijación metanol y 1 hora de colorante

30 partes sln amortiguadora + 1 parte sln madre; 
fijación metanol y 1 hora de colorante

Tiempo de exposición 1 
hora con el colorante y la 
fijación con metanol

Solución A y B; fijación 
metanol y 1 hora de 
colorante



Células HEp-2 infectadas con Chlamydia trachomatis 
a las 0,  24 y 48 hpi.

 Resultados 
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0 horas 
Confluencia del 90%

24 horas 48 horas 



Línea celular HEp-2 a las 72 horas post infección.

 Resultados 
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Cuerpos Elementales: Circulares, pequeños, bien delimitados y refringentes 



Línea celular HEp-2 a las 72 horas post infección.
 Resultados 

EBs : Circulares, pequeños, bien delimitados y refringentes 
Células HEp-2: Citoplasma y núcleo 16



Células HEp-2 infectadas con Chlamydia trachomatis. 
 Resultados 
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24 horas 48 horas 

48 horas 72 horas 72 horas 

Control Negativo: 0 horas 

CAMBIO EN LA MORFOLOGÍA CELULAR TRAS LA INFECCIÓN Castellanos y 
colaboradores6

Muerte apoptótica y daño 
en la morfología celular



Conteo de los EB’s C. trachomatis serovar L2 post infección, 
visualizados en objetivo de 100x.

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

 Resultados 

Objetivo de 100x 24 horas post 
infección 

48 horas post 
infección 

72 horas post 
infección 

EB´s extracelulares 0 2 4

EB’s intracelulares 3 4 5

Total de EB’s 3 6 9 

MOI 0.11 0.23 0.36

Objetivo de 40x 24 horas post 
infección 

48 horas post 
infección

72 horas post 
infección

EB´s extracelulares 1 4 9

EB’s intracelulares 5 6 8

Total de EB´s  6 10 17 

 

Esta gráfica refleja que el aumento de los cuerpos 
elementales de Chlamydia trachomatis es directamente 
proporcional al tiempo transcurrido tras la infección.

Conteo de EB´s de Chlamydia trachomatis obtenidos 
a las 24, 48 y 72 hpi.
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Gráfica del recuento de EB´s de Chlamydia 

trachomatis serovar L2 después de 24, 48 y 72 hpi



Propagación de EBs de C. trachomatis a partir de la línea 
celular HEp-2 previamente infectada.

 Resultados 

48 horas post infección 40X 100X

EB´s extracelulares 5 3

EB’s intracelulares 3 2

Total de EB´s  8 5

MOI 0.05 0.2

 Conteo de los EB’s C. trachomatis serovar 
L2 tras propagación
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48 horas post infección

Fue posible la propagación de los EBs de C. trachomatis a 
partir de la línea celular HEp-2 previamente infectada.

Patrick y 
colaboradores22

Medio RPMI 1640
Células HeLa 

MOI 0.5



Mantenimiento de la línea celular HEp-2 infectada. 
 Resultados 
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Células en suspensión Giemsa Giemsa 

Al descongelar las células e 
incubarlas con medio DMEM 
suplementado, ya no hay 
adherencia celular 

El DMSO y SFB 
90% ya no es 

suficiente 

Congelación de 
línea celular 

HEp-2 infectada

- Aunque la bacteria puede entrar en 
estado de persistencia
- Las células pierden estabilidad, 
viabilidad

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



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

● Se efectuó la infección de células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis 
serovar L2, y se demostró por medio de la coloración de Giemsa la morfología 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 
línea celular HEp-2 infectada con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2 pues 
después de la infección las células presentan un cambio en su morfología y daño celular que les 
impide continuar con su metabolismo habitual.

● Se logró la propagación de la línea celular HEp-2 infectada con los cuerpos elementales de 
Chlamydia trachomatis serovar L2, para futuras investigaciones. 

Conclusiones.
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Nodo Bogotá Cundinamarca, 
encuentro XIX,2021.

Nodo nacional,encuentro 
XXIV, 2021. Meritorio.

Proyecto de 
investigación en curso.
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