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INTRODUCCIÓN

Ostos OL, Sánchez RM (2003); Malhotra M, et al (2013)

• Gram negativa.

• No móvil.

• De vida

parásitaria. 

• Parásito

energético. 

Carece de vida

libre y coloniza el 

citoplasma de las 

células.

Chlamydia trachomatis

1, https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/a/aa/ChlamydiaTrachomatisEinschlussk%C3%B6rperchen.jpg/220px-ChlamydiaTrachomatisEinschlussk%C3%B6rperchen.jpg,
2, https://static.vix.com/es/sites/default/files/styles/large/public/btg/curiosidades.batanga.com/files/10-curiosidades-sobre-el-cuerpo-humano-2.jpg?itok=yojUh3i5

1.

2.

2.



Chlamydia trachomatis

INTRODUCCIÓN

Jutinico Shubach, González Devia, et al. (2017)

Cuerpos elementales 

(EB’s)

Inducen la fagocitosis, no 

tienen actividad

metabólica, no se pueden

replicar y son infectivos.

Cuerpos reticulares 

(RB’s)

Al ser fagocitados se 

diferencian 

Son capaces de replicarse 

pero no son infecciosos. 

Tienen actividad

metabólica y el ADN está

disperso.

https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Ciclo-de-vida-de-Chlamydia-trachomatis-El-ciclo-de-vida-de-CT-tiene-una_fig1_320821504



Chlamydia trachomatis

INTRODUCCIÓN

Asintomática 50%

• Prurito

• Disuria

• Dispareunia

• Secreción

vaginal/uretral.

Asintomática 70% 

Complicaciones y secuelas

https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQ9pOj
8BxaZSCA87FDTuR5umhREQnNVFYkvQPyB0Qw
UspLxTRQK

Tomado de World Health Organization-Who Guidelines for the Treatment of Chlamydia trachomatis.

Hombres Mujeres



CULTIVO CELULAR

INTRODUCCIÓN

Se establece a partir del 

primer subcultivo de un 

cultivo primario.

Herramienta básica de 

aplicación fundamental

https://st3.depositphotos.com/7622586/17184/i/1600/depositphotos_171841576-
stock-photo-scientist-working-with-a-cell.jpg

http://www.equimed.com.co/img/fotos/banner-cult-linea-celular.jpg

Conocer el comportamiento in 

vitro de las células cancerosas y 

entender un proceso 

fisiopatológico.

Permite

• Control del medio 

ambiente.

• Caracterización y 

homogeneidad de la 

muestra.

• Economía

• Cuestiones éticas.

VENTAJAS

DESVENTAJAS

• Técnica de estrictas 

condiciones.

• Inestabilidad.

YY Peña Cruz (2013). UNAL



INTRODUCCIÓN

LINEA CELULAR

Células de un tipo único (humano, animal o vegetal) que se han adaptado para 

crecer continuamente en el laboratorio y que se usan en investigación.

Instituto Nacional De Cáncer

http://unicolmayor.edu.co/publicaciones/index.php/nova/article/view/175/350

Mancipe LF et al. 2011



INTRODUCCIÓN

LINEA CELULAR HEp-2

Línea celular 

epitelial continua

Puede ser sub-cultivada in vitro por lo 

menos 70 veces indefinidamente.

Tipo estacionario 
Crecimiento en 

monocapa

ANTECEDENTES

HEp-2

Human Epidermoid

Carcinoma Strain N° 2

1952-1954

Metabólicamente 

activa 

Inoculación en 

ratas jóvenes. 

Extirpación de un 

tumor laríngeo. 

Paciente 57 años.

DESCRIPCIÓN

http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/Cultivos%20celulares%20I%20Euge.pdf,

PROCESO

MOORE AE, SABACHEWSKY L, TOOLAN HW.

http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/Cultivos celulares I Euge.pdf


ANTECEDENTES

Joyce Ibana et. al

Barbara Sixt et al.



OBJETIVOS

GENERAL

Establecer un modelo de infección de células HEp-2

con Chlamydia trachomatis serovar L2 (EB’s/LGV VR-902B) para su

aplicación en investigación.

ESPECIFICOS

• Instaurar un cultivo celular de HEp-2 para realizar la infección.

• Efectuar la infección de células HEp-2 con el serovar L2 de

Chlamydia trachomatis.

• Describir las posibles aplicaciones del modelo de investigación de

células HEp-2 en Chlamydia trachomatis serovar L2.



DISEÑO METODOLOGICO

Universo

Población

Muestra

• La línea celular HEp-2 al ser expuesta a cuerpos 

elementales de C. trachomatis serovar L2 (EB’S/LGV VR-

902B) genera un modelo de infección.

HIPOTESIS



Establecimiento del cultivo de la línea celular HEp-2

DISEÑO METODOLOGICO

Fotos tomadas por las autoras.

Obtenidas 
de la FIDIC

Tripsina + EDTA 

20% SFB: Inicio

10% SFB: 
Mantenimiento

Juntinico et al. 
Modificado por las autoras

90%

CONGELACIÓN

-70°C

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10564011

Instaurar un cultivo celular de HEp-2 para realizar la infección.

En placa de 6 pozos
Esterilización

250,000 células por pozo.
Confluencia 80% en 48 horas.

Tinción de Giemsa

Triplicado.
Fijación Metanol – 15 min.

Colorante – 15,30,40,60 min.



ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA LÍNEA CELULAR HEP-2

Procedimiento 

empleado fue 

efectivo 

Mantener la 

viabilidad 

celular a -70°C

Cultivos celulares 

óptimos

Evaluar el proceso 

de congelación 

Con el fin de 

realizar la infección 

Procedimiento Células vivas Células muertas 

Congelamiento 95-98% 2-5%

Descongelamiento 92-97% 3-8%

RESULTADOS

Tomadas por las autoras.



RESULTADOS

Tomadas por las autoras.

ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA LÍNEA CELULAR 

HEp-2

Viraje del medio DMEM vs confluencia de las células HEp-2 observadas 

al microscopio invertido en objetivo de10X a diferente hora desde su siembra.

10x

40x

Pajaniradje et al y Juntinico et al 



Tinción de GIEMSA

Coloración de Giemsa a células HEp-2 

en diferentes tiempos de tinción.

RESULTADOS

Tomadas por las autoras.

ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA LÍNEA CELULAR HEP-2

2.

15

6040

30

Noboru Nakasone et al 



Infección de células HEp-2 con Chlamydia trachomatis

MilliCell EZ SLIDE

Determinación de 
concentración celular

Coloración Giemsa 

Modificaciones

DISEÑO METODOLOGICO

Tomadas por las autoras.

Obtenido por el grupo de Biotecnología y Genética UCMC

http://www.merckmillipore.com/waroot/medium/M9613_091209_046-16[86026-ALL].jpg

Efectuar la infección de células HEp-2 con el serovar L2 de Chlamydia trachomatis.

Protocolo de infección

+ Gentamicina

Alícuota EB’s

Preparación de soluciones

Determinación 
de concentración 

de EB’s



Infección de células HEp-2 con Chlamydia trachomatis

DISEÑO METODOLOGICO

P
R

O
TO

C
O

LO
 D

E 
IN

FE
C

C
IÓ

N

D
et

er
m

in
ac

ió
n

 d
e 

co
n

ce
n

tr
ac

ió
n

 d
e 

EB
’s

Inmunofluorescencia 
directa

1. Fijación: Metanol 100%
2. Lavados: PBS
3. Eliminación Autofluoresencia: Cloruro 

de amonio
4. Saponina 0,1% - PBS+SFB 1%

Proteína de membrana 
MOMP

Proceso

Rb pAb to Chlamydia 
trachomatis (FITC) 

ab21211

Visualización
Filtros I3 RE: 565+/-25 (ab21211) y A RE: 360 +/- 20 (Hoechst)



INFECCIÓN DE CÉLULAS HEp-2 CON Chlamydia trachomatis

DMEM con SFB al 20%  

con Gentamicina

RESULTADOS

Crecimiento celular. Porcentaje de confluencia 

(Eje Y) VS Concentración celular (Eje X).

Nans A. et al y Derrick T et al 

Tomadas por las autoras.



TINCIÓN DE GIEMSA

(Protocolo de infección)

Control negativo: Células

HEp-2 sin infectar

Daño celular Células HEp-2 con cuerpos clamidiales en su citoplasma y 

próximos a este.

RESULTADOS

Tomadas por las autoras.



DETERMINACIÓN 

CONCENTRACION DE EB’S

RESULTADOS

Elaborado por las autoras.

CONCENTRACIÓN

24 HORAS 48 HORAS

(Rango de EB’s en 25 células por campo)

10 uL 6-8 10-12

20 uL 12-14 16-18

40 uL 18-20 22-24

CONCENTRACIÓN

24 HORAS 48 HORAS

(Rango aprox. de EB’s en 50,000 células)

10 uL 12,000-16,000 20,000-24,000

20 uL 24,000-28,000 32,000-36,000

40 uL 36,000-40,000 44,000-48,000

A. Control negativo

B. Infección celular
Osaka I., Scott P y Giakoumelou S. et al 



INMUNOFLUORESCENCIA

(Protocolo de infección)

RESULTADOS

Tomadas por las autoras.

Control 

Negativo

Células 

infectadas



RESULTADOS

Tomadas por las autoras.

Armitage CW et al, Nogueira AT et al.  

INMUNOFLUORESCENCIA

(Protocolo de infección)



RESULTADOS

Tomadas por las autoras.

Células infectadas

INMUNOFLUORESCENCIA

(Protocolo de infección)



APLICACIONES DEL MODELO

Elaborado por las autoras.

Describir las posibles aplicaciones del modelo de investigación de células HEp-2 en Chlamydia trachomatis serovar L2.



CONCLUSIONES 

1. Para instaurar un cultivo celular de la línea HEp-2 y realizar la
infección con Chlamydia trachomatis serovar L2, es necesario
mantener las células en una atmosfera 37°C con 5% de CO2,
en medio DMEM suplementado con SFB al 20% y la adición de
Gentamicina.

2. Para el protocolo de infección se determino que la
concentración celular adecuada es de 50,000 células por
pozo con 90% de confluencia y un volumen de 40 uL EB’s para
obtener una infectividad cuerpo elemental- célula.

3. Dentro de las aplicaciones donde puede ser utilizado este
modelo, se encuentran ramas como la genética, inmunología,
tratamiento, entre otros varios estudios.



CONCLUSIONES 

Es importante establecer un modelo de infección 
con C. trachomatis dado a que permite realizar 
estudios básicos, avanzando en conocimientos 
acerca de este microorganismo que afecta a la 

población sin distinción de género, sexualmente 
activa, relacionándose con enfermedades de 

importancia y secuelas dada su persistencia en el 
organismo.
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