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Resumen

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) es una bacteria Gram negativa inmévil, caracterizada
por ser un microorganismo intracelular obligado y por poseer un ciclo reproductivo en el
que puede distinguirse una forma infecciosa extracelular metabdlicamente inerte (cuerpo
elemental - EB’s), y una forma no infecciosa intracelular y activa (cuerpo reticulado -
RB’s). C trachomatis se caracteriza por causar infeccién en humanos, estd relacionada con
enfermedades de transmisién sexual e infecciones oculares; por lo que puede conllevar a
secuelas de interés, si no se da un tratamiento oportuno. El objetivo de este estudio fue
optimizar el modelo de infeccién de C. trachomatis en células HEp-2 con cuerpos elementales
(EB’s) de C. trachomatis serovar L2. Inicialmente, se establecieron las condiciones para el
crecimiento adecuado de las células HEp-2 en tiempo y con una confluencia del 90%, para
continuar con la optimizacién de un protocolo de infeccién. La infeccién fue confirmada
a partir de la coloracién con Giemsa permitiendo evaluar caracteristicas morfoldgicas tanto
de las células HEp-2 sin infectar e infectadas, y asi mismo, de los cuerpos elementales de C.
trachomatis. Finalmente, se corroboré la infeccién con la técnica de inmunofluorescencia
directa que detecta la proteina de membrana MOMP de C. trachomatis. Tras los ensayos
realizados se evidenci6 la presencia de cuerpos elementales préximos y dentro del citoplasma
celular, asi como células vacuoladas y dano celular causado por la infeccidn.
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Abstract

Chlamydia trachomatis (C. Trachomatis) is a Gram negative unmoving bacterium,
characterized by being an obligate intracellular microorganism and having a reproductive
cycle in which a metabolically inactive extracellular infectious form (elementary body -
EB’s) can be distinguished from an intracellular active and non-infectious form (reticulated
body - RB’s). C trachomatis is characterized by causing infection in humans, is related to
sexually transmitted diseases and eye infections, so it can lead to sequelae of interest if
timely treatment is not given. The objective of this study was to optimize the infection
model of C. trachomatis in HEp-2 cells with elementary bodies (EB’s) of C. trachomatis
serovar L2. Initially, the conditions for the adequate growth of HEp-2 cells were established
in time and with a confluence of 90%, to continue with the optimization of an infection
protocol. The infection was confirmed from the staining with Giemsa allowing to evaluate
morphological characteristics of both uninfected and infected HEp-2 cells and also of the
elementary bodies of C. trachomatis. Finally, the infection was corroborated with the direct
immunofluorescence technique, that detects the C. trachomatis MOMP membrane protein.
After the tests were performed, the presence of elementary bodies nearby and within the
cellular cytoplasm was evidenced, as well as vacuolated cells and cellular damage caused by
the infection.

Keywords: C. trachomatis, cell culture, asymptomatic, infection, persistence, Giemsa,
immunofluorescence, HEp-2, LGV.

Introduccion

En la tltima década se han desarrollado una  efectivo encaminado al desarrollo y pro-

variedad de estudios que giran en torno al
uso de modelos de investigacién, un ejem-
plo de ello es el uso de las lineas celulares.
Los modelos celulares se establecen como
una herramienta del conocimiento en re-
lacién con el nivel celular del desarrollo
del organismo humano, ya que orienta la
comprensién de tres caracteristicas bdsicas:
patrén particular en cuanto a la sintesis de
proteinas, cambios morfoldgicos adaptati-
vos e informacién genética contenida en las
células, para asi poder postular un modelo

duccién de conocimiento en investigacién.
La técnica del cultivo celular ha permitido
conocer el comportamiento iz vitro de las
células cancerosas y patologias en general,
constituyendo una herramienta bdsica de
aplicacién fundamental en el campo mé-
dico o veterinario, en investigacién y en la
industria farmacéutica, ya que en las dife-
rentes dreas se pretende analizar, describir,
explicar, simular y entender un proceso fi-
siopatolégico (1).
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La linea celular HEp-2 (Human Epider-
moid carcinoma cepa N° 2), también co-
nocidas como Human Epithelioma, fue
descrita por primera vez por Moore, Saba-
chewsky y Toolan en 1952 (2). Esta linea
celular se ha empleado para evaluar la in-
feccién con C. trachomatis, lo que permite
realizar estudios en el comportamiento de
la infeccién frente a diferentes areas del co-
nocimiento. Es una linea metabdlicamente
activa lo que favorece el cultivo de la misma
para su posterior infeccién. C. trachomatis
es una bacteria Gram negativa, intracelular
obligada porque carece de habilidad para
sintetizar ATP, se caracteriza por causar in-
fecciones de transmisién sexual en huma-
nos, especialmente en poblaciones que se
encuentran en edades sexualmente activas
(3). En Colombia, se ha reportado una pre-

valencia del 6% (4).

Las infecciones causadas por C. trachomatis
estan relacionadas con enfermedades como
la artritis de inicio temprano e infecciones
oculares como el tracoma. Por otro lado, la
infeccién con este microorganismo es de
gran importancia en salud puablica, por el
curso asintomdtico de la infeccién, produ-
ciendo graves secuelas en mujeres por fal-
ta de tratamiento, entre ellas: infertilidad,
cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica
(EPI), dolor pélvico crénico y la posibili-
dad de padecer un embarazo ectépico. La
infeccion por C. trachomatis se trata con
antibiéticos; sin embargo, la resistencia al
tratamiento ha aumentado, lo que ocasiona
persistencia del microorganismo en algunos

pacientes (5).

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

Los cultivos celulares para infectar células
con C. trachomatis, en la investigacién b4-
sica, permite estudiar fenémenos complejos
como, por ejemplo, la actividad intracelular,
especificamente la transcripcién de ADN,
sintesis de proteinas, metabolismo energéti-
co, ciclo celular, diferenciacién, apoptosis,
el flujo intracelular de biomoléculas, como
el procesamiento del ARN, el movimiento
de las proteinas hacia diversos orgdnulos;
y, en cuanto a genémica y protedmica, el
andlisis genético, transformacién celular,
inmortalizacién, senescencia, expresion gé-
nica, rutas metabdlicas, entre otros (6). Por
lo anterior, en este estudio se optimizé la
infecciéon de la linea celular HEp-2 con C.
trachomatis serovar L2 (VR- 902B) como
modelo de investigacién bdsica para realizar
estudios con este microorganismo, lo que
permitird evaluar diversos factores morfo-
légicos, genéticos, inmunolégicos y de tra-
tamiento.

Metodologia

Establecimiento del cultivo de la linea
celular HEp-2

Las células HEp-2 fueron obtenidas de la
Fundacién Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC) con una confluencia del
80%. Se mantuvieron en medio Eagle’s Mo-
dificado Dulbecco’s (DMEM), suplementa-
do con suero fetal bovino al 20% (Gibco)
y agregando gentamicina, hasta alcanzar
una confluencia del 90%. Luego se proce-
dié a congelar las células utilizando tripsi-
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na + EDTA al 0,25% vy suero fetal bovino
al 90%. Durante los protocolos se realizé
un conteo de viabilidad celular por medio
del método de exclusién de Azul de Tripdn.
La coloracién de Giemsa realizada presen-
t6 algunas modificaciones, siendo necesa-
rio ajustar los voliumenes para apreciar de
manera optima las células. Cabe aclarar que
se mantuvo la relacién de colorante de 30
partes de solucién amortiguadora y 1 parte
de solucién madre, y el mismo tiempo de
contacto. Todos los protocolos que se utili-
zaron fueron estandarizados por Jutinico y

colaboradores (7).

Infeccion de células HEp-2 con EB’s de
C. trachomatis serovar L2

El protocolo de infeccién optimizado fue
tomado de Engstrom y col. (8). Inicialmen-
te, las células HEp-2 fueron sembradas a
diferentes concentraciones en ldminas por-
taobjetos MilliCell EZ SLIDE, con el fin
de determinar la concentracién a la cual se
obtiene una confluencia 6ptima del 90%,
determinando que al 5% de CO2 5% de
SFB a 37°C durante 24 horas se obtenia
una confluencia del 90%.

Para determinar la concentracién de cuer-
pos elementales necesarios para la infec-
cidn, se retird el medio DMEM del cultivo
y se realizaron lavados con el buffer solucién
salina equilibrada de Hanks (HBSS) duran-
te 1 minuto cada uno; esto con el fin de
retirar detritos y células muertas. Una vez

lavadas las células los EB’s diluidos en bu-

[fer estéril de Sucrose-Phosphate-Glutamate
(SPG se distribuyeron en 6 de los 8 pozos
de la ldmina, se adiciono una concentracién
distinta de cuerpos elementales diluidos
SPG), partiendo de 10pL, 20uL y 40pul, los
2 pozos restantes fueron empleados como
controles negativos de infeccién. Se les
agregd SPG estéril de manera tal que cada
pozo se completd a un volumen de 100uL.
Posteriormente, se llevd a incubar a 37°C
en CO2 al 5% durante 1 hora y 20 minu-
tos, tiempo tras el cual se agregaron 300uL
de medio DMEM suplementado con 20%
de SFB a cada uno de los pozos, incluyen-
do los controles negativos, para un volumen
final de 400uL. Esto se llevé nuevamente a
incubar a 37°C en CO2 al 5% y se evaluéd a
las 24 y 48 horas post-infeccién (h.p.i). Pa-
sadas las horas post-infeccidn, se eliminé el
medio DMEM contenido en cada pozo, se
lavaron las células 3 veces empleando HBSS
y se fijaron con 2 gotas de metanol al 100%
y se tifieron con Giemsa.

Deteccion de la infeccion de HEp
2 con EBs de C. trachomatis por
inmunofluorescencia directa

Para corroborar la infeccién de células HEp-
2 con C. trachomatis serovar L2 se realizé la
técnica de inmunofluorescencia directa, por
medio de un anticuerpo primario policlo-
nal de conejo: “Rb pAB to C. trachomatis
(FITC) ab21211 dirigido contra la protei-
na de membrana MOMP de C. trachoma-
tis”. Las células HEp2, una vez infectadas,
fueron lavadas con PBS. Posteriormente,
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las células se fijaron a las 24 y 48h.p.i con
metanol frio (mantenido a -20°C) al 100%.
Luego se adicionarion 50uM de cloruro de
amonio durante 5 minutos, con el fin de eli-
minar las trazas de metanol que no fueron
removidas. Enseguida se agregd saponina al
0,1% por 10 minutos, para permeabilizar la
membrana celular. Luego se procedié a rea-
lizar el bloqueo con una solucién de PBS al
1% de SFB durante 20 minutos y se preparé
una dilucién del anticuerpo 1:100 para adi-
cionar en cada pozo. Se mantuvo la ldmina
durante 1 hora en cdmara hiumeda a 37°C,
se retir6 el anticuerpo diluido realizando
lavados con PBS y se observé en el micros-
copio de fluorescencia Leica DM2500. Fi-
nalmente, se adiciond colorante Hoechst,
para tincién de ndcleo y nuevamente se
realizaron lavados para visualizar cada pozo
al microscopio. Las imdgenes se capturaron
utilizando Leica DFC425 C, con los filtros
I3 y A, con rangos de excitacién de 565 +/-
25y 360 +/- 20 y luz de color Verde y Azul

respectivamente.

Evaluacion estadistica de los datos
obtenidos

La evaluacién estadistica de los datos obte-
nidos se realizé a través del software Info-
Gram®©.Todos los ensayos fueron realizados
por triplicado.

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

Resultados

Para realizar la infeccién de las células
HEp2 con EB’s de C. trachomatis, se partié
de cultivos celulares 6ptimos que permitie-
ran el desarrollo del microorganismo. La li-
nea celular HEp-2 fue cultivada con medio
DMEM + SEB (Gibco) en una atmésfera de
37°C con 5% de CO2, la infeccién se de-
mostrd con coloracién de Giemsa e inmu-
nofluorescencia directa.

Estructura y morfologia de las células
HEp-2 sin infectar

Las células HEp-2 sin infectar fueron visua-
lizadas en un microscopio invertido (Leica)
en objetivos de 40x y 100x respectivamen-
te, aprecidndose células alargadas de forma
triangular (ver Figura 1A). Se observé cla-
ramente el citoplasma bien definido, nicleo
de gran tamafo con 2 nucleolos prominen-
tes (ver Figura 1B). En los cultivos iniciales
se evalué la confluencia en diferentes tiem-
pos, a las 48 horas se obtuvo una confluen-
cia del 70%, donde se distinguieron islotes
de células y campos sin adherencia celular
(ver Figura 1C). Posteriormente, a las 72
horas, se logré una confluencia éptima del
90% con pocos campos sin adherencia y sin
presencia de detritos ni células muertas, cri-
terios importantes para realizar una buena
infeccién (ver Figura 1D).

Las células fueron tefidas con coloracién
de Giemsa y visualizadas en un microsco-
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pio 6ptico (Olympus), observindose células
triangulares tipicas de HEp-2 en cultivo,
con citoplasmas uniformemente tefnidos de

morado sin presencia de precipitados, na-
cleos fucsias bien delimitados y entre 2-3
ntcleos oscuros.

Figura 1. Estructura y morfologia de las Células HEp-2 sin infectar.

A. Se visualizan células HEp-2 observando su estructura (izquierda objetivo 40x). B. Se aprecia el citoplasma, nicleo y nucleolos en
el microscopio invertido. C. Se observa una confluencia del 70% de la linea celular HEp-2, a las 48. D. Se observa una confluencia
del 90% a las 72 horas. En la derecha se observan las células HEp-2 tefiidas con colorante Giemsa y visualizadas al microscopio

dptico para diferenciar su estructura, en distintos objetivos.

Células HEp-2 infectadas con EB’s
serovar L2 de C. trachomatis y
visualizada con Giemsa

Las células de cultivo de tejidos en monoca-
pa (HEp-2) se infectaron con una multipli-
cidad de infeccién (MOI) de 1 EB’s/célula
huésped. Una vez infectadas las células se
tineron con Giemsa y fueron visualizadas
en microscopio éptico. En los pozos con-
trol (células HEp-2 sin EB’s), se observan
células completas, con morfologia definida,
sin dafios en las estructuras, sin precipita-
dos ni formas anexas (ver Figura 2A). En los
pozos con células infectadas con C. tracho-

matis se visualizaron los EB’s como formas
ovoides con una fuerte coloracién morada,
intracelulares y préximos a las células (ver
Figura 2B). Ademds, las células presentaron
vacuolizacién y ruptura de las membranas,
que sugieren dano celular, (ver Figura 2C).



Figura 2. Las células HEp-2 infectadas y tefidas con coloracién de Giemsa.

A. Se observé la morfologfa celular de los pozos control, células con citoplasma completo, nicleos y nucleolos definidos, células
adheridas en monocapa y sin cuerpos extrafios. B. Células infectadas con cuerpos elementales de C. trachomatis a las 24 h.p.i. Se
visualiza una forma de inclusién intracelular sefializadas con circunferencias rojas. C. Células vacuoladas post-infeccién.

Deteccion de la infeccion de HEp-
2 con EB’s de C. trachomatis por
Inmunofluorescencia directa

Al ser C. trachomatis un pardsito intrace-
lular obligado que desarrolla su ciclo de
vida dentro del citoplasma, se comprobé
la infeccién por inmunofluorescencia di-
recta utilizando el anticuerpo policlonal a6
21211 dirigido contra C. trachomatis. La
evaluacién se hizo utilizando el microscopio
de fluorescencia Leica DM2500 y se cap-
turaron las imdgenes con el software Leica

DFC425C. Los pozos con células HEp-2 no

infectadas (control) mostraron células con

nucleos tefiidos uniformemente de azul por
el colorante fluorescente Hoechst (filtro A).
No se observé la presencia de EB’s marca-
dos con el anticuerpo policlonal (filtros 13
verde), confirmando con el merge la ausen-
cia del microorganismo (ver Figura 3A). Por
otro lado, las células infectadas, mostraron
ntcleos de tonalidad azul (Hoechst), se ob-
servaron estructuras verde fluorescentes de
forma ovoide indicando la presencia de C.
trachomatis (ab 21211). Finalmente, en el
merge se evidenciaron formas préximas a los
nucleos celulares correspondientes a EB’s de
C. trachomatis serovar L2, confirmando la
infeccién (ver Figura 3B).
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La infeccién intracelular de C. trachomatis
en células HEp-2 se confirmé por la captu-
ra de la imagen sin filtros, con luz blanca,
donde se pudieron observar células con-
fluentes con EB’s ovoides sobre y préximas

a las mismas. Posteriormente, se realizé un
merge de las células sin filtro y con el filtro
I3 donde se observé la fluorescencia dada
por el fluorocromo del anticuerpo dirigido
a C. trachomatis (ver Figura 3C).

Figura 3. Deteccién de EB’s de C. trachomatis con Inmunofluorescencia directa sobre células HEp-2 utilizando el anticuerpo
policlonal #621211.

Hoechst

Acab 21211

Merge

A. Control negativo: se observa ausencia de fluorescencia por parte del Anticuerpo 2621211, se observan tnicamente nuicleos

tefidos de azul con Hoechst. En las células infectadas se observan estructuras verde fluorescentes sobre citoplasmas celulares y cer-

canos al nidcleo, correspondientes a EB’s de C. trachomatis reconocidos con el anticuerpo 2621211. B. Imagen capturada sin filtros

(con luz blanca), donde se observan células confluentes con formas de gran tamano sobre y préximas a las mismas. El merge con el

anticuerpo se observan estas estructuras clamidiales fluorescentes en el interior de las células.

Discusion

Los modelos de lineas celulares utilizados
en investigacién permiten simular procesos
fisiol6gicos que dan informacién y ayudan

a resolver diferentes interrogantes en 4reas
del conocimiento antes de requerir un mo-
delo i7 vivo; asi mismo, el establecer mode-
los de infeccién permiten aclarar diferentes

interrogantes en investigacién. En este es-
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tudio se realizé la infeccidén de la linea celu-
lar HEp-2 con EB’s de C. trachomatis, con
el fin de contar con un modelo de estudio
para futuros proyectos que permitan gene-
rar conocimiento sobre los procesos que

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

realiza esta bacteria intracelular y poder ser
empleada en nuevos estudios en dreas como
inmunologfa, genética, procesos de persis-
tencia/resistencia y tratamiento (ver Figura

4).

Figura 4. Perspectivas en investigacién sobre Chlamydia trachomatis.
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C. trachomatis serovar 1.2, aplicaciones orientadas a diferentes dreas del conocimiento y la investigacién tales como genética, inmu-
nologia y terapia, considerando aquellos factores caracteristicos del microorganismo en cuestion.

En este estudio, la linea celular HEp-2 fue
cultivada en medio DMEM modificando
el porcentaje de SFB al 20% y agregando
gentamicina a 37°C en una atmésfera de
5% CO2y 95% aire para obtener una con-
fluencia del 90% a las 24 horas. En el es-
tudio realizado por Pajaniradje y cols. (9)
se report6 que las células HEp-2 se pueden
mantener en medio DMEM suplementado
con 10% SFB, a 37°C en una incubadora

humificada con una atmésfera de 5% CO2
y 95% de O2, condiciones similares a las
establecidas en este estudio. Por otro lado,
el estudio realizado por Shubach y cols.
(10) mostré que las células HEp-2 pueden
ser cultivadas en medio MEM Gibco® y
DMEM: F12 en una concentracién de SFB
entre 5% y 10%, con presencia de glutami-
na al 1%. Estos estudios muestran cémo los
requerimientos nutricionales son de impor-

29



30

NOVA. 2020; 18 (33): 21-33

tancia para establecer el cultivo de la linea
celular y generar un crecimiento apropiado
que sea requerido en cada estudio propues-
to como se observé en los ensayos realizados
en este estudio.

El uso de gentamicina como antibidtico, es
indicado en cultivos para infeccién con C
trachomatis. Antibidticos como la penicilina
y la estreptomicina comtinmente utilizados
inhiben el desarrollo de este microorganis-
mo en cultivos. A su vez, es preciso destacar
que la gentamicina se utiliza rutinariamente
para inhibir el crecimiento bacteriano ex-
tracelular; en este caso, C. trachomatis al re-
plicarse dentro de una vacuola Gnica donde
no se fusiona con organelos endociticos o li-
sosdmicos, no se encuentra expuesta a dafo
celular por dicho antibiético. Por lo tanto,
el medio de cultivo suplementado con gen-
tamicina puede usarse sin ningln inconve-
niente, considerando que la gentamicina no
puede cruzar las membranas de mamiferos
y no entra en contacto con el cuerpo reticu-
lado, y aunque pueda internalizarse en las
células de los mamiferos por pinocitosis, las
vesiculas pinociticas tampoco se fusionan
con las vacuolas que contienen a C. tracho-
matis (11-13). Asi mismo, es fundamental
resaltar el trabajo de Coico (14), quien hace

mencién del uso de gentamicina.

Por otro lado, el uso de soluciones tales
como SPG y HBSS no afectan la monocapa
celular. La unién células-EB’s y la invasién
a estas son clave para el desarrollo de C. t7a-
chomatis y su patogenia. Al presentarse una
interrupciéon puede llegar a ser inhibida la

infeccién, resaltando la importancia de un

cultivo de células confluente y una infecti-

vidad EB’s-célula adecuada (14).

De igual manera, en estudios donde se rea-
lizan procesos de infeccidén, se muestra el
uso del SPG para la dilucién de cuerpos ele-
mentales y como medio de transporte para
C. trachomatis, y el HBSS para lavados de
las monocapas (8, 15, 16) donde se emplean
una o ambas soluciones durante el proceso
de infeccién y para el mantenimiento de
los EB’s, igual a lo realizado en el protocolo
de infeccién en este estudio. No obstante,
en otras investigaciones se omite el uso de
estas soluciones y los protocolos de infec-
cién son modificados en algunos procesos
como centrifugacién asistida para favorecer
la infeccién (11, 17). Al anadir los cuerpos
elementales, estos se incubaron a 37°C sin
centrifugacién para evitar algin efecto sobre
el proceso infeccién-adhesion celular. Sin
embargo, Al-Zeer y cols. (18), de acuerdo
a la especie de Chlamydia describen el uso
o no de centrifugacién como requerimiento
para la infeccién. En este caso, no influyé
el realizar un proceso de centrifugacién y
optar por un proceso de incubacién de EB’s
con células HEp-2 a temperatura de 37°C ,
segun se pudo comprobar al realizar la tin-
cién de Giemsa a las monocapas de células

HEp-2 infectadas con el microorganismo.

La infeccién celular con EB’s de C. tracho-
matis es un proceso en donde es importante
mantener una infectividad cuerpo elemen-
tal-célula. Las inclusiones de C. trachomatis
pueden fusionarse si dos bacterias infectan
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una sola célula huésped, por lo que la de-
teccién de C. trachomatis por Giemsa se ha
utilizado para observar la presencia de in-
clusiones citoplasmdticas de lineas celulares
infectadas con esta bacteria. En el trabajo
de Giakoumelou y cols. (19), células estro-
males del endometrio fueron infectadas con
C. Trachomatis y los signos de infeccién se
revelaron a partir de inclusiones tenidas de
color parpura mediante la tincién de Giem-
sa, lo cual se asemeja a este ensayo, dado
que los cuerpos elementales son observados

de esta tonalidad, préximos a las células

HEp-2.

Por otro lado, las células tenidas con Giem-
sa, tal como lo muestra el estudio realizado
por Soysa y cols. (20), tras ser infectadas ex-
hiben cambios caracteristicos en la morfo-
logia celular que indican la muerte apopté-
tica y dano en células HEp-2, al observarse
por microscopia 6ptica después de ser tra-
tadas con el extracto de la planta semecar-
pus donde se afiadi6 un volumen de Giemsa
diluido (1: 9, pH7,2, 5pL) a las células du-
rante 10 minutos (20). Lo que difiere para
este caso, ya que tras probar las variables se
determiné un tiempo de exposicién de 60
minutos afiadiendo un volumen de Giemsa
(30:1, pH7,2, 300pL) (21). Comprobdndo-
se que la tincién de Giemsa es una herra-
mienta util para poder observar las estruc-
turas celulares y evaluar la infeccién con C.
trachomatis.

La técnica de inmunofluorescencia permi-
tié confirmar la presencia de C. trachomatis
en células HEp-2. Los resultados obteni-

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

dos se pueden comparar con la tincién de
Giemsa en cuanto al tamafno de la particula
infecciosa. En estudios como el de Cochra-
ne y cols. (21), donde evaluaron la infec-
cién en células HEC1-A con el serovar L2
(VR-902B) de C. trachomatis y la demostra-
ron con inmunofluorescencia, los cuerpos
de inclusién se observan de gran tamafo
(andlogo al ntcleo celular) siendo similar
a lo encontrado en este estudio. De igual
manera, el trabajo de Nogueira y cols. (22)
en células HaCaT con C. trachomatis sero-
var L2, donde las inclusiones de Chlamydia
parecian maduras (22).

El establecer un modelo de infeccién de C.
trachomatis abre las puertas para realizar
nuevos ensayos en diferentes dreas de la in-
vestigacién para contribuir al conocimiento
cientifico, aplicdndolo en estudios (23-26),
como la reduccién de tamano de los RB’s al
dividirse antes de su conversién a EB’s (26)
y regulacién de la extrusién como mecanis-
mo de liberacién de C. trachomatis (27).

Perspectivas en investigacion sobre C.
trachomatis.

Establecer un modelo de infeccién de C.
trachomatis permite realizar ensayos en dife-
rentes dreas de la investigacion con el fin de
contribuir a dar solucién a diferentes inte-
rrogantes. Este modelo de investigacién ba-
sica permite realizar diferentes estudios so-
bre este microorganismo; asi mismo, poder
evaluar diversidad de factores morfolégicos,

genéticos, inmunolégicos y de tratamiento.
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Considerando que este microorganismo
afecta a la poblacién sin distincién de gé-
nero, sexualmente activa, relacionindose
con enfermedades de importancia y secue-
las dada su persistencia en el organismo y
la resistencia a los antibidticos con los que
actualmente es tratada (ver Figura 4).
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