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RESUl\IEN 

RODRIGUEZ REYES ERNESTO ARMANDO. Comparación de ñbioblasto~ de_ ratón Í..-_929 y 
' . ~~"· '. ,' . ' "'. ; . ·. . ; 

cultivo prim•rio de fibroblast~s do pollo "" tres medios de cultivo P~.ra. el .d":'ª.rr~llo ·de c .. psiltaci 

cepas de abono y de af«ción entérica"" o.;nos (bajo Ja asesoria d~"cristiria"E;~,.i,;¡~ ()d. .. ¡. 
- .. , ':• 

·: ;:: . ': :~ ·. 
'·-:.,' 

Se comparó la ldilidad de dos tipos cdularei, los'fib~Obiast.~s'.de:ratón' {FR) L-929 y el 

cultivo primario de fibrobl~stos de poli~ CFP) mJ; ties~ _;~"o~T~~i~~1iii~''ásc~VE'S,. Fl2·K y 

Fl2)con la firudidad de d~~;¡,,inÍir ~J .;. Ji O:m~Í~acl!·~~:!~j:;:;~~~rece eJ desarrollo de C. 
·~:-._ ... ., .. ,·.· .. ··;~-.... -~~ .:.~,.- :···-. ·.,~---~-~~-~~ .. : .. :;::· __ (t;,~:··~;.:.: __ c:: .. 

psitlacl. Se Utilizaron dos cqiai "de C. "psittacl_do"afección"" ovinos; Ja cepá de aborto A22 (1 .6 X 
._ - ' '" • ~- - . "-. ¡ :º - ,. ; '.". '" 

!07 Uflº/mJ)y la ceÍ>~ ;,;;;éri~ T23(0,~ ~ ío~. ufí~Í;,;j¡,'cO,; J~scualeS se infectaron ambos tipos 

celulares, cfecidos ;,.; Jos dif~r111i~ ~o; d~ ~~tiv"o ; pr'lJaránd~se cinco rep«iciones de C3d3 
·.,,¡ > ~.·' 

combinación. Los monoestratos i;,rettados fuero;, ..;.,trifu¡¡ados a 2,200 xg 'durante 1 hora 3 JO'C y 
. -' ' ' .. - '.· '._,, .· .... 

posteriorrnmte incubados a 37"C en Wl3 atmósfera húmeda c<XI 6% de CO,, Los mon."".'tratos fueron 

fijados con mdanol absoluto y a c.ontinuadón se realizó Ja técnica d~, i~unoft~~~·~~a i~dir~ 
{IFI) para determinar el niimero de inclusiones citoplasmátiC3s 111 300 cél~las visuali.,;dás. El medio 

Fl2 a1 comparación con los otros dos medios favoreció el desarrollo de Ja cepa A22 111 ambos 

rnonoestratos celulares (FR y FP), En el caso de Ja cepa T23, el medio F12·K favoreció su 

desarrollo en Jos {FR) y el medio F12 tavoreció su desarrollo en los (FP). La cepa A22 se desarrolló 

adocuadamente oo ambos tipos celulares,· no mcontrándose difermcia signitiC3tiva {P < O.OS) en 

cuanto a su uso. Sin embargo Ja cepa T23 mostró un desarrollo. estadísticamente significativo (P > 

0.05) en los fibroblastos ,:~ ... ~tcin:L'.9Í9 m comparación con el desarrollo mostrado <n el cultivo 

primario de fibroblastos'de'po;;o:.' El .nu~~ro de inclusiones <n Jos {FRJ, fue mayor para Ja e.epa T23. 
·,,, .. ,. 

Se conciuY., que los (FR) "r:.,Pres;.;ta~ ;;;;. mejor opción m comparación al uso de Jos (FP) para el 
, . - " . '¡' '.·' - ; .. ' . 

desarrollo de e~ psi1Jf1ci cepas de ~borto y de afección enterica en ovinos. 
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1 • INl'ROIJl/CCION 

Baker, J. A., en 1942 describió por primera vez en Inglaterra la infección clamidial 
; 

en animales (7). Posterionnente, Stamp et al, en 1950 Identificaron a Ch~amydia psillaci 

como 1a causa de1 aborto enzoótieo ovino .n Éscocia (49), y más tarde el (Jrob1i:..;. fue· 

reconocido ~'pal:S..s ~o~ó Estados Unidos, Norte y Sur de Aftica y Grecia ( 14;46,S 1 ). 

Ei ~rd~11 C~l~~'t;día~es. eStá conformado únicamente por la familia Chlamydiaceae, 
··-·:.' _,- . ' 

la cual contiene al ·género CIJ/amydia con tres especies importantes: C. trachomatis, C. 

p11eumo11/ae y C. psiÍtac/ (20). Recientemente ha sido propuesta una cuarta especie dentro 

de este género, C. pecon1m (5,17). 

1.1 C•racterlstlc•s Generales. 

Las clamidias son microorganismos relacionados con las bacterias ClTam negativas 

en lo que se refiere a su pared, son consideradas microaerofilicas, no poseen cápsula, no son 

móviles, no producen esporas y carecen de algunos mecanismos para la producción de 

energía metabólica, lo cual las obliga a un parasitismo intracelular, en donde la célula 

proporciona los intermediarios ricos en energía (Cuadro 1 ). Se mulliplican en el citoplasma 

de la célula huésped mediante un ciclo de desarrollo en el que se diferencian dos partículas 

moñológica y funcionalmente distintas, el cuerpo elemental (CE), cuya fullcitin es infecta; 

células susc.-ptibles y el cuerpo reticular (CR). cuya función es la multiplicación bacteriana 

intracelular por fisión binaria (9,47,58). El cuerpo elemental (CE) es una estructura 

condensada, de 200 a 300 nm de diámetro, que tiene la capacidad de penruJnecer viable 

fuera de la célula hasta 3 meses. El cuerpo reticular (CR) es una estructura de SOO a IOOO 
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nm de diámetro, que tiene la capacidad de mulliplicarse únicamente dentro .de la .célula, Y.ª 

que fuera de ésra se destruye (9) Cuadro 2. 

Debido a su parasitismo intracelular obligado, las clamidias fi1er?ll 'co~sider~das 

originalmente virus. Sin embargo, difieren de ésros en muchos aspectos (Cuadro 3). 

1.2 Ciclo de desarrollo 

Se reconocen cinco fases del ciclo de desarroUo del género Ch/am.vdia: 

J) Contacto inicial e intemaliz.ación del CE en la célula susceptible. 

2) Transfom1ación del CE, metabólicamente inerte, en un CR, metabólicamente activo 

aproximadamente 2 horas después de la infección de la célula. 

3) Crecimiento y replicación del CR usando componentes de la célula (ATP, aminoácidos, 

vitaminas). Esro ocurre de 10 a 20 horas después de la Infección. 

· 4) Reorganiz.ación de los CE a partir de los CR . No se conocen los factores que inducen 

esre nuevo cambio. 

S) Cuando la célula ya no resiste 11 Infección, se presenta la lisis de la misma con la 

consecuente liberación de CE (infecciosos) y CR (no infecciosos). Los primeros infectarán 

nuevas células susceptibles y los segundos serán desrruidos (37,38) 

1,3 lnterae<ión inicial eélula...,lamidia • 

. Probablemente el mayor obsráculo encontrado por el CE infectante es la repulsión 

electrostática causada por cargas electronegativas presentes en la superficie de Ja célula. La 

membrana externa de las clamidias se cubre con cargas negativas a wt pH fisiológico, eSla 

propiedad es significativa en vista del papel reportado de los policationes en la infectividad 

in vitro. Con base en experimentos realiz.ados i11 vitro con dextran DEAE, se piensa que 
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CUADRO l. CARACfl:RISTICAS DEL Gl:NIERO Cblamydia 

•Tienen un b9bltat intrHelular obllgado. 
• En su ciclo de de111'1'0Uo se dlferend1n 2 partlculas distintas, la forma Infecciosa 

cuerpo elemenlll (CE) y la forma reproductiva cuerpo reticular (CR). 
º Se relacionan con 111 bacteria• Gram nq1tlvas pero no presentan peplldotllcano 

en su p1red. 
º Prnentan un antígeno de 1énero e1pedfico (Lipopolilac1rido). 
º Utilizan el ATP de la célula buflped para la 1fntesil de protelna clamidi1I. 
0 Tienen un aenoma ""ºUefto (660 KDal. 

Modificado por Moulder, J. W. :ASM News SO, 353, 1984. Con autorización en Barron, A. 
L.: MicrobioloSY ofChlamydia CRC. press, lnc. llorida 1988. 

CUADRO 2, DIFl:RIENCIAS ENTRE CUERPOS ELEMENTALES Y 
CUERPOS RETICULARES. 

Pronied1d Cuerno Elemenul Cuerno Reticular 
lnfectividad SI NO 

Replicación NO SI 

Inhibición de la fuolón fagosoma-Ji101oma SI NO 

Tó1icid1d para Ratón SI NO 

Tó1icld1d para macrofago1 SI NO 

Transporte de ATP NO SI 

Sínte1üo de Prolelnas NO SI 

Modificado por Moulder, J.W. ASM News, SO,JSJ, 1984 Con autorización en Darron, A. 
L.: Microbiology ofChlamydia CRC, press lnc. Florida 1988. 
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CUADRO 3, DIFERENCIAS ENTRE LAS CLAMIDIAS \' WS VIRUS. 

Canctmstlco Clamidla V.r11s 

Poaeun ambo• tipos de ácidos nucleico•. ADN y ARN SI NO 

Se multipHcmn por fioión blnari• SI NO 

Preaeataa una pired celul•• resi11éale • 1• •cción de la lltozima. SI NO 

Po1un ribo1oma1 SI NO 

Po1ua •lgunaa eazim11 activ•• me18b6Hc•meate SI NO 

Su crecimiento se inhibe por I• acción de alguno• an1imicrobi•no1 SI No 
(telr•ciclin•• " erilromicina\ 

Tomado de Buron, L. A.: MicrobiologyofCh/am)d/a, CRC. press, lnc. florida 1.988. · 
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algún tipo de cationes pueden actuar neutralizando Ja superficie anióuica d~ la bacteria, 

pennitiendo así, el contacto inicial entre Ja célula y el cuerpo elemental (fase infectante), con 

la subsecuente intemalización de éste último (4,30). 

J.4 DHlino Jntr•celular de 11 cl•midia internaliuda. 

Tres posibles destinos se han postulado para clamidia una vez que ésta ha sido 

intemalizada, de acuerdo a estudios realizados i11 vilro en Jos cultivos celulares y muy 

probablemente pueda suceder en los tejidos de animales vivos. 

1) Infección productiva o descubierta.- Es el resultado de Jos procesos propios del 

ciclo de desarrollo del microorganismo, en donde un CE da origen a un CR.· el c.ual es capaz 
' :- .,. ,_, .. ·.,-' 

de multiplicarse para luego volver a formar un cuerpo elemental, tal como' se ha descrito 

previamente en el ciclo de desarrollo. 

2) Infección no productiva o cubierta.- En este caso una forma pobremente definida del 

CE persiste en el citoplasma celular durante varios ciclos de división celular, con ausencia 

de inclusiones visible~ /11 vitro Ja infección cubierta puede presentarse en respuesta a 

factores ambientales que tienen que ser estudiados. 

Ambas infecciones necesitan que la degradación fagolisosomal se inhiba para que 

puedan presentarse. 

3) Degradación dentro del companinúento fagolisosomal.- Generalmente ocurre cuando el 

CE es fagocitado por macrófagos especializados. Sin embargo, en ciertos casos el 

microorganismo induce Ja inhibición de Ja unión fagolisosomal, pennitiendo su escape de Ja 

lisis. Todos Jos cuerpos elementales de las clamidias pueden ser intemalizados por Jos 

macrofagos pero solo ciertas cepas son capaces de infectar productivamente estas células. 



T 

Así mismo, no cabe duda que el CE es eficientemente endocitado por macrofagos no 

especiali7.ados y una vez interna liudo éste previene la fisión fagolisosomal ( 41 ). La 

habilidad para inducir la intemaliución y prevenir dicha fisión es mediada directamente por 

la acción de antígenos superficiales. Algunos investigadores han postulado que un grupo de 

proteínas principales de la membrana externa del CE son las responsables de estas acciones 

(13). 

La variabilidad de los resullados obtenidos i11 v/tro está Influenciada por el tipo de célula, el 

biotipo de clamidia y las condiciones de infección (15,37,43). 

t.!! Eslrudura y compo1lclón. 

La pared de las clamidias es muy similar a la de las bacterias <lram negativas, sin 

embargo no posee ácido N-acctil murámico; tiene un contenido relativamente aho en 

lípidos y posee proteínas fijadoras de penicilina. La lisozima no tiene efecto sobre las 

paredes celulares de clamidias. Presentan un genoma circular de PM 660 kOa, que es 

relativamente pequefio comparado con el de los domás procariontes (29,39). 

1.s.1 Antígeno• clamidialt1, 

El género Chlamydia posee un antígeno común de grupo característico, 

constituido por un lipopolisacárido termoestable que se encuentra asociado con la membrana 

externa de la pared celular. Posee así mismo antígenos específicos de especie y antlgenos 

específicos de 1erovariedad ; éstos son protelnas de la membrana externa. Los antígenos 

específicos son compartidos por un número limitado de clamidias, pero un microorganismo 

dado puede contener varios antígenos específicos (42). 
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l .!1.2 Determinantes de vlrulen<ia. 

Estos no han sido identificados por completo, sin embargo de acuerdo a 

investigaciones realizadas, se ha postulado la posible participación de algunas de las 

siguientes moléculas clamidiales, debido su participación durante las diferentes etapas del 

proceso de infección celular. 

Protefna Principal de la Membrana Externa CMOMPl.- Esta es la proteína más abundante del 

cuerpo elemental, ya que corresponde al 60% del total de las 11roteútas. Su papel no se ha 

esclarecido, pero en estudios realizados i11 vitro se ha comprobado que la neutralización 

mediada por lgG anti-MOMP no afecta de ningún modo la interacción inicial ni la 

penetración de las clamidias a las células, pero si disminuye la actividad patógena del 

organismo después de la intemalización. La heterogenicidad antigéoica de esta protefna ha 

sido estudiada utilizando anticuerpos monoclonales, y se ha determinado en especies . y 

subespecies de clamidias la presencia de de epitopes, los cuales pueden estar de alguna 

fonna relacionados durante la etapa inicial del proceso de útfección. ( 12, I 3,41) 

Protefnas Ricas en Cisteína.- Sólo se encuentran L'D la membrana extema, del cuerpo 

elemental. La proteína prútcipal de este grupo tiene un peso de. 60 KO, es altamente 

inmunogénica y se considera un epitope especie específico. Se involucran en la estabilidad 
.. - . . ·. ': . ~ 

de la pared mediante una serie de enlaces disulfuro y se piensa que d~ á.liún .modo.tienen que 

ver con la virulencia del microorganismo (4) 

Adhesinas.- Se ha identificado un tipo de polipéptidos presente ~idós cuerpos elementales 
, ,,,. ·~- . "'"• . , . 

que se unen a la superficie de las células eucarióticas. El blo~ueod~ I~ unión e infeetividad 
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por anticuerpos antiadhesina, respaldan la teoría del papel que ju~gan en·'ª Virnl~itcia del 

microorganismo (23 ). 

Lipopolisacárido.-No se ha podido demostrar el papel de é~e en _la ~;~~d~ de cl~midias a la · 

célula. Este lipopolisacárido clamidial ha sido identificado co~~\~ ;,}~¡'~.;~~ .·;~;~jsa~le-de 
,·; ;,. ··~- -.:':>1;1 .. '.;'. -\·i,_ ,,-¡~ :;.-.''' .. ~ 

la hemoaglutinación de los CE. Sin embargo, la Úaturaleza é~';;Seri-~d~· del epitope 

especifico del género, sugiere wia función esencial para la sup~~~~i~·;,;l~~~~¡ul;r y al 

mismo tiempo es posible que tenga un papel importante ,en·¡~~ ~~d~is~~~ ~~tog~ico~::a 
nivel molecular del género C/1/amydia ( 41 ). 

~.- Todas las cepas patógenas de clamidia posécin -~-p~queft¿·p'l~sinid.CI'. Los genes 
:-_,,.·:-

de lns plás~dos se transcriben temporalmente a la mitad y al liÓal de su ciclo de deS.n·ollo, 

lo cual sugiere que tienen un papel impottante en éste (4). 

1.6 Desarrollo y metabolismo. 

El desarrollo de clamidias dentro de la célula infectada depende _básicamente. de los 

nutrientes recibidos por la misma célula, sin embargo las clamidias parecen tener .. wi 

metabolismo endógeno similar al de algunas bacterias . Poseen enzimas de las rutas del ciclo 

de Krebs, ciclo de las pentosas y glucólisis, pero parecen carecer de las enzimas requeridas 

para Ja red de ATP(compuesto de alta energía), por lo que requieren iotennediarios ricos en 

energía provenientes de la célula huésped para desempeñar sus actividades biosintéticas (9). 

Las clamidias son capaces de sintetizar polisacaridos, proteínas y ácidos nucleicos (18). 

1.6.1 ~aholismo de Carbohidratos. 
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Moulder en 1965 detectó 3 enzimas de la via de las pentosas fosfato, la glucosa 6· 

fosfato desbidrogenasa , 6-fosfogluconato deshidrogenasa y la fosfoglucosa isomerasa, pero 

fallaron para deteclar e>mquinasas ( t-6 difosfotiuetoquinasa y la piruvatoquinasa)(36). 

Un aspecto imponante a considerar es que las clamídias no pueden utilizar la glucosa 

sola, únicamente pueden utilizar la glucou 6P para sintetiz.ar algunos carbobidratos y 

llpidos. 

La NADH cítocromo reductasa se ha deteetado en Chlamydia psitlaci, sin embargo 

no se han detectado ni Oavoproteínas ni citocromos. 

Vacuolas de glucógeno son mediadas por una glucógeno sintelasa de clamidias, la 

cual utiliza ADP-glucosa como sustrato directamente de la célula huésped (56). 

J.6.2 Metabolismo de Proteínas. 

Las clarnidias tienen la capacidad de utilizar las reservas de aminoácidos del hués¡ied 

para la síntesis de sus proleÚlas y también tienen la capacidad de sintetizar algunos 

aminoácidos cuando la célula no dispone de los aminoácidos requeridos. Moulder deteetó la 

enzima diaminopimelato descarboxilasa la cual se utili7.8 para la biosintesis de lisina y con 

base en diferentes trabajos realizados con C. psittaci, detenninó que también liene la 

capacidad de sintetizar histidina ( 3 5 ). 

Estudios rcali7Jldos han detenninado que el crecimiento de clamidias en cultivos 

celulares puede ser regulado por la concentración de aminoácidos en el medio. Tal es el caso 

de la carencia de cistciua que retarda la reorganización del cuerpo reticular (CR) hacia 

cuerpo elemental (CE) en el serotipo " E "de C. trachomatis. Así mismo, cepas de C. 

psillaci permanecieron latentes cu las células al incubarse en medios deficientes de 
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isoleucina, y con mínimas cantidades de isoleucina se reactivaron. Lo mismo sucedió cuando 

se adicionó ciclohe~amida, ya que ésta estimula la incorporación de isoleucina derivada de la 

proteína de,I huésped a las proteínas clamidiales (2, 9), 

°".spués de. realiur diversos e"Perimentos en el laboratorio se obseivó que C. 

psitlaci e~. capaz de crecer en medios libres de argini11a, mientras que cepas de c. 

rrnchomaris, no pudieron _crecer. Estudios complementarios determinaron que C. psil/acl 

incorpora gluta,,;;;t~ y omiÍlna dentro de la fracción de arginioa de la proteÚla de .. célula 

epitelial infectada por lo : qu'e __ finalmente se deduce que son capaces de la biosiotesis de 

argiuiua (5~). 

En. un estudi.;· comparativo de los requerimientos de aminoácidos para cepas de 
'• :.::··.· . 

abono y. de" ~fección "enierica en ovinos fue posible detenninar cuales son los aminoácidos 

esenciales para el crecimiento de cada cepa, de tal follllll que para las cepas de abono, 

dJchos aminoácidos son: arginina, histidina, leucina, lisina, metionina, feoilalanina, treonina, 

triptofano,tirosina y valirrn. rara las cepas de afección enterica dichos aminoácidos son: 

arginioa, histidina, leucina, lisina, metionina, fenilalauina y treonina (28). 

1.6.3 Síntesis de Lipidos, 

Chlam;'tiia pslllaci es capaz de sintetinr lfpidos complejos. Compuestos como el 

piruvato, glutamato, aspan ato e isoleucina pueden ser utilizados para la biosiritesis de lipidos 

(18). 



1.7 Enrermed•des. 

C. trachomatis es considerada el agente más común de enfermedades se><ualmente 

transmitidas en el hombre (5,22). 

C. p11eu111011ioe recientemente ha sido reconocida como una causa imponante de 

neumonías y otras infecciones agudas del tracto respiratorio en humanos (20). 

C. psittaci es un patógeno primario de especies no humanas y ha sido aislada de 

aproximadamente 130 especies diferentes de aves, artrópodos, moluscos, ranas y de otros 

animales como: rumiantes, equinos, gatos, animales de laboratorio, tejones y koalas entre 

otros (31 ). Se asocia con varias enfermedades que incluyen: psitacosis y omitosis, 

encefalomielitis bovina, enteritis, poliartritis, queratoconjuntivitis. neumonía, aborto en 

ovinos y enfermedades genitales. Además, el hombre puede adquirir la enfermedad si tiene 

w1 contacto continuo con animales enfermos o portadores asintomáticos por lo que se 

considera una zoonosis (3,4, 7,8, 14,29,33,40,44,48). La infección en humanos causada por 

Clilamydia psillaci fue primeramente reconocida en 1879 por un médico suizo, quien 

describió un cuadro 110 común de neumonía en pacientes que tuvieron un contacto estrecho 

y continuo con aves tropicales. La infección cobró interés mundial en 1929 y 1930 cuando 

una epidemia de neumonía ocasionó más de 750 casos en diferentes paises, incluyendo los 

Estados Unidos. En 1956, se reportaron en Estados Unidos un total de 856 casos, sin 

embargo el número de casos reportados en 1984 fue de 172, lo que indica que en este país 

el problema ha declinado notablemente (29). 

El tipo de enfennedad y la severidad de los signos clínicos en las diferentes especies 

animales dependen de la cepa de este microorganismo. En mamíferos, se asocia con 

neumonias, enteritis, encefalomielitis, aborto, infecciones urogenitales, polianritis, 

.. 
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· poliserositis, mastitis, hepatitis y conjwuivitis (52). En aves produce pericarditis, 

acrosaculitis, neumonia, adenitis nasal latera~ peritonitis, hepatitis Y esplenomegalia 

(22).Tanlo en aves como en rnamlferos, la severidad de la enfennedad puede variar desde 

infecciones clínicamente inaparentes hasta infecciones sistémicas severas y generatiudas que 

cursan con fiebre, anorexia, letargia y ocasionalmente shock y muerte. 

Por otro lado, estudios realizados con ovinos infectados experimentalmente sugieren 

que C. psillaci puede permanecer en estado latente en el tejido linfoide y resurge cuando 

éstos se encuentran inmunosuprimidos (25). 

Actualmente se han identificado 8 biotipos y 9 inmunotipos de C. psillaci que 

afectan a las diferentes especies animales ocasionando diferentes manifestaciones clínicas. 

Las cepas que afectan a ovinos pertenecen a los biolipos l y 2 (cuadro 4). 

1.7.1 Aborto enzoótico ovino. 

El abono enzoótico es una ~nferi~~dad que afecta de manera importante. la 
.,,.} . ~ 

producción ovina en distintos paises. El ,;;~.¡;,- i1átur~I de h1fección es por ingestión o 

inhalación de c. psiuaci (21). s~é~e~·.¡i.'~'.;~~;;,-v~j~s d~ .:Ollados con ª~~~~.-.e inréctan 
· ... \~.·-·.·:.~_;:>::·;~~:;·'.:~~,:.<.:.::~·:.:·.:- .. ~~L':: ~::. · ·:;~··.-i ·::. ?1

- -"~·:;'. ,: •• ._. .: ·" - • • _-

poco después de haber nacido. Asi ¡is~o, se ha s~gerido,que la infeccióu se establece 

::~.:.:::7;'.~~t~ii~t~it!:''.jt: 
clamidiosis intennitente de bajo grado" y e~entualmente inf~ctar placenta (26). 

La infecció~ _de J.ª ~l~~e~u:·Jsu;l~~~e'5~~·t:J~~
1

i~~~-e~;,~ ;ós'~o ~ 90 dlas _de 

gestación, y los prime~os ~a0_bi~;'pa[~í~~i~~s,~~:~dN~;~!''~;Je_tj,,;¿.".¡e 9d~i~s de geStación 

< 11 ). El mecani,~mo p~r el cú~1C ;s1//~~/niÍgr; ~ ~a~i/d~j'l¿d~ ~1atcn't~ de 1~ t1ace1iÍn 
·,,' *-''- •.c. 

hacia el feto sigue siendo incierto. Después dé apro~im~dá~e~te 60 dla~;d~'gesta~ión, la 
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CUADRO 4. BIOTIPOS DE C. psittaci DE MAl\llFEROS INCLUYENDO UNA 
SEROTIPIFICACION HECHA POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA. 

Cena de Chlam~dia /liotino Serotino Huésped Condición Clínica 
EBA-!'!9 ·795 1 1 Bovino Aborto 
EBA -L1·578 1 1 Bovino Aborto 
Lw-!08 1 1 Bovino Enteritis 
sv .139 1 1 Bovino Vesiculitis seminal 
B-577 1 1 Ovú10 Aborto 
Fitz-65 1 1 Ovino Aborto 
Sinovial equina ND 1 Equino Sinovitis 
Neumonía equina ND 1 Equino Neumonía 
Neumonía bovina LI ND 1 Bovino Neumonía 
Aborto en cabras ND 1 Cabra Aborto 
Lw-613 2 .2 Bovino Poliartritis 
Lw-623 2 2 Bovino Encefalomielitis, atritis 

-.··.·, esporádica 
Lw-679 2 '2· Ovino Poliartritis 
Fe· Stra 2 2:·: Ovino Conjuntivilis y poliartritis 
66-P-130 3 3 Bovino Normal (heces) 
Jp -1-751 ND c·9;_ Ovino Normal (heces) 
L-71 4 :· Suino Poliartritis 
PR-86 ND Su in o lofección generali7.ada 
17105 4 6: Suino Aborto 
1708 ND 6°'" Suino Neumonía 
Neumonía bovina J,.J4 NO 6 Bovino Neumonía 
545 s s Suino Normal (heces) 
2 -10 ND 7 Bovino? Neumonía? 
Neumonitis felina 7 7 Gatos Vacuna viva 
GP·IC 8 8 Ratones Conjuntivitis. 

Tornado de Pérez, M. J. A. y Storz, J.: Antigenic diversity of Chlamydia psittacl of 
mammalian origin detemünated by microímmunoOuorescence. lnfect. lmmun ~:905-9!0 
1985. 
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invasión del estroma de la carúncula por las vellosidades coriónicas coincide con 

hemorr1gi1s a partir de los vasos matemos y el resuhado es la fonnación de hemalomas. Las 

lesiones iniciales en la placenta involucran al limbo de los placenlomas en la región hilear. 

Las inclusiones citoplasmáticas se pueden observar en las células del trofoblasto ( 11 ). 

Confonne la Infección progresa h1y un1 considerable pérdida de las células del 

epitelio coriónico. En este momento hay un infihrado de células inflamatorias, depósitos de 

fibrina y una arteritis purulenta a nivel del mesénquima placentario, el cual se encuentra 

engrosado. Inclusiones citoplasmáticas están presentes en el epitelio endometrial, y el corion 

se encuentra severamente afectado ( 11 ). 

Durante lis últimas fases de la infección ocurre una severa necrosis del epitelio 

endometrial y por consiguiente el abono ( 11 ). 

Ovinos infectados experimentalmente presentan fiebre de 40 a 41 ºC por 1 a 2 días y 

en ocasiones se prolonga de J a S días ( 49). 

En rebaños de ovinos infectados enzoóticamente, los abonos ocurren afio tras año 

con una proporción del 1 al S % , mientras que en aquellos rebaños en los cuales C. psil/aci 

ha sido recientemente introducida, el porcentaje de abonos aumenta hasta un JO % (52). 

Muchos abortos ocurren durante el último mes de gestación, sin embargo otros ocurren 

antes de los IOO días de gestación. En ovinos machos C. psittaci puede también infectar los 

órganos genitales y contamina el semen. Sin embargo, no se han encontrado evidencias de la 

participación de estos anímales en la diseminación de la enfermedad, por lo que es 

importante estudiar este aspecto más a fondo ( 1 ). 
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1.7.2 Ealerilis en ovinos. 

Se ha reportado que el tracio gastrointestinal parece ser el hábi1a1 natural de C. 

psiltaci 1an10 en aves como en mamíferos, por lo que el microorganismo puede ser aislado a 

partir de heces de animales clinicamenle sanos (21,28,33,48). La mucosa intestinal es el sitio 

común de las ceplS de C. psillaci que producen cuadros entéricos, con manifestaciones 

clínicas de diarrea principalmente en animales jóvenes. 

C. psil/ac/ fue primeramente aislada a partir de heces de bovinos con diarrea, y la 

infección clamidial en esta especie se ha presentado en diversas partes del mundo ( 43,59) 

Cabras y borregos clinicamente normales pueden albergar a C. psittac/ en el tracto 

digestivo y excretarla al medio ambiente a través de las heces. Es importante considerar que 

el microorganismo puede ser aislado a partir del abomaso, duodeno, yeyuno, ileon, ciego y 

colon (9). 

Las superficies serosas del abomaso e intestino delgado pueden presentar un aspecto 

granular. En las serosas duodenal y cecal hay hemorragias por sufuciones, la mucosa interna 

del intestino delgado suele observarse congestionada y con hemorragias petequiales. En la 

mucosa interna yeyunal es aparente el edema .. La válvula ileocecal •'D ocasiones se muestra 

congestionada y con hemorragias petequiales, la mucosa del ciego se encuentra biperémica. 

Los nódulos linfaticos mesentéricos se observan agrandados y edematosos (9). 

Tanto las cepas de aborto como las cepas de afección entérica en ovinos se 

cncucntrao incluidas dentro del inmunotipo 1 debido a la relación antigénica que presentan 

(44). 
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1,8 Diagnóstico, 

El diagnóstico de la Infección clamidial puede réalizars~ .utUizan<lu diversas técnicas 

de laboratorio, entre las que destacan la~ Si~~ie~tes: 
'• 

a) Examinación directa de muestrasdinicas, utillzando diver,sas. tt!~n.icas de tinción, para 

lograr la visualización' de lafase ~xtraéelular "CE" (aÍménez,· Zi~~-N~~lsen Modificado, 

Castafieda y Wright) o la fase iÓtracelular "CR" (Cliemsa, ainléne;i: Modificado y 

M1chiavetlo). 

b) IJeteccióu de anticuerpos específicos contra C. psillaci mediante el uso de diversas 

pruebas serológicas (Fijación de complemento, inmunofluorescencla indirecta, 

radioinmunocnsayo y ELISA enlre otras). 

e) Aislamiento del microorganismo mediante el uso de diferentes medios biológicos (cultivos 

celulares, inoculación de embriones de pollo do 7 dlas de edad e inoculación de animales de 

labor1torio)(9, 29), 
, '.'. - ' 

la visualización microscópica del agente mediante el uso de diversos métod~s de ., 

tinción es un mctodo diagnósdco que debe considerarse con cautela, ya qu~ el é~it~,d~~éste > 
<· ·.::> ... '.:· 

depende de la calidad de los colorantes, del tiempo de decoloración y de la h~bilidád .del 

observador. 

las pruebas serologicas tienen la ventaja de no requerir la presencia de 

microorganismos vivos en las muestras que se procesan; estas técnicas son 

considerablemente menos sensibles que el cuhivo celular( 19). 

De las diferentes técnicas serologicas la inmw100uorescencia ha demostrado ser 

eficaz en la diferenciación de cepas de abono y cepas de afección entérica en ovinos, 

considerando la moñología de las inclusiones citoplasmáticas (28,48), las cepas de abono 
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forman inclusiones citoplasmáticas compact~s, mientras que las inclusiones formadas por las 

cepas de afección entérica son difusas (21) .. Hay reportes en los .cuaJes'·se ·han po.dido 

distinguir cepas de aborto de ot~as cep~s d; C.psil/aci mediante eluso ;d~ p~~bas de 

seroneutralización, la morfolgfa d~ la~ ~~1~ii~~~~ y por Ja ~ru~ba de in~.;;i~Óuoresc~cia 
- ' -, ' ,,-. :: _,_', 

indirecta. Con esta última se localizan anticue.Pos en el suero, o se muestran e identifican 

antfgenos en tejidos, o en cultlvos celulares. Esta técnica utiliza el isoti~cian~to d~ 

11uoresceina (FITC); el cual se conjuga con rapidez con las inmunoglobulinas sin afectar su · 

reactividad y cuando se irradia con luz ultravioleta o luz azul a 14S y 290 nm 

respectivamente, emite una luz visible de color verde cercana a los S2S nm. La técnica de 

inmunol1uorescencia indirecta tiene varias ventajas sobre la técnica de inmunol1uorescencia 

directa ya que cada molécula de anticuerpos que se une al antígeno también se unirá a varias 

moléculas de antiglobulinas marcadas, por lo que la 11uorescencia será considerablemente 

más brillante que en la prueba directa. De modo similar, al utilizar sueros con antiglobulinas 

especificas para cada isotipo de inmunoglobulinas, también puede detennioarse el isotipo de 

anticuerpo específico presente en el suero. Todas las pruebas de este tipo deben 

acompañarse del uso de controles adecuados (S7). 

En un estudio realizado por Vanrompay et al. en 1992, se determinó que la técnica 

de inmunol1uorescencia es más especifica para la detección de clamidias que la tinción de 

Giménez modificada. De igual forma se determinó que la linea celular BGM (bulfalo green 

monkey)fue el huésped artificial más sensible para el aislamiento de cepas de C. psittacl de 

origen aviar, seguida por el embrión de pollo, la línea celular Vero y la linea celular McCoy 

(SS). 



Entre las técnicas diagnósticas para la infección clamidia~ el aislamiento e 

identificación del agente etiológico constituye el diagnóstico definitivo para todos los casos 

de eufennedad relacionados con C. psillaci . Tradicionalmente, el aislamiento de C. ps/l/aci 

se intenta mediante inoculación de embriones de pollo, animales de laboratorio y líneas 

celulares selectas con el ntaterial sospechoso y paro la detección del microorganismo con 

ayuda de la técnica de innnmoOuorescencia u otros métodos de tioción (9). El embrió11 de 

pollo se udliu debido 1 que se muestra susceptible a una gran variedad de cepas de C. 

psilt<lci, por lo que es comúnmente utilizado para la elaboración de antigenos clamidiales y 

para el crecimiento de algU11as cepas de dificil aislamiento. Por otro lado, el cuhivo celular es 

considerado el método más sensible y especifico para el aislamiento e identificación de 

clamidias, y la susceptibilidad de éste se ha demostrado que varía en relación a la cepa del 

microorganismo, de tal forma que la afinidad por las distintas lineas celulares es diferente, 

entre cepas que afectan a ovinos y cepas que afectan a aves (H). 

Las líneas celulares comÚJtmentc utilizadas para el aislamiento de clamidias incluyen: 

M1cCoy, HeLa229, BHK-21, DOM y L-929; ésta última ha sido empleada con buenos 

resultados en el aislamiento de cepas de C. psillaci involucradas en procesos de abono e 

infecciones subclinicas intestinales (6,29). 

Es imponante decidir cual es el medio más apropiado así como las diferentes 

variables (pH, nutrientes, sales, atmósfera, temperatura) en un medio de cultivo para obtener 

Ull adecuado crecimiento i11 vitro de las células. Un medio de cultivo anificial debe proveer 

los nutrientes esenciales para la célula, los cuales incluyen todos aquellos elementos 

necesarios para la división celular y substratos para el metabolismo energético. Vitaminas y 

elcmcutos traza cum¡>len con una función catalítica en el medio. Así mismo, el medio debe 



20 

estar libre de sustancias tóxicas e inl1ibidoras y todos Jos nutrientes deben estar 

cuantilativamente ajustados dando wi balance adecuado a todos los componentes del medio. 

Estos nutrientes entran en ta célula y son utilizados en diversas reacciones metabólicas 

celulares. En adición a ésto, muchos medios contienen componentes que no son nutrientes 

pero que son importantes tales como el rojo de fenol, el cual pone de manifiesto el cambio 

de pH en el medio, el bicarbonato de sodio y el HEPES (hidroxietil-t-piperazina etano 

ácido sutfonico), los que en conjw1to, permiten Wl ajuste adecuado y estabili7.ación del pH 

del medio para favorecer el crecimiento de las células'. 

De los diferentes factores de crecimiento para las células, las poliaminas son 

consideradas importantes precursores de la muhiplicación y crecimiento de células in vitro 

(53). 

Otro método para detectar C. pslllaci es el uso de la técnica de reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) para detectar la infecc~ón en ovinos y bovinos. Sin embargo, ta 

utilidad diag11óstica de este tipo de pruebas, debe ser investigada más a fondo (24). 

' THE LATEST TECHNICAL ANO PRODUCT NEWS 
FROM SIGMA CELL CULTURE 
VOLUMEN 9 .. NUMERO 2 1993. 
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11- JIJSTIFICACION, 

Dado que el embrión de pollo sustenta aparentemente el cultivo de toda cepa de C. 

psillaci, que la susceptibilidad de las diferentes lineas celulares varía de acuerdo al origen de 

la cepa de este microorganismo, y que su desaRollo en cultivo.s celulares puede ser regulado 

por la concentración de aminoácidos en el medio; resulta importante comparar la utilidad de 

los librobl1stos de pollo (cultivo primario) con los libroblastos de ratón (línea celular L-929) 

en tres medios de cultivo con la finalidad de seleccionar la combinación más adecuada que 

favorezca el desaRollo de C. psiltacl y facilite posteríoRDente su aislamiento a partir de 

muestras clínicas. 

111 - BIPOTESIS, 

El cultivo primario de libroblastos de embrión de pollo peRDitirá una mayor o mis 

rápida propagación de C. pslltaci que los libroblastos de ratón L-929. 
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IV· OBJETIVOS. 

l.· Comparar la ulilidad del cultivo primario de fibroblastos de pollo y fibroblastos de ralón 

L-929 para el aislamiento de Chlamydia psillaci cepas de aborto y de afección entérica en 

ovinos. 

2.· Comparar la ulilidad de los medios para el cultivo celular ISCOVE'S, Fl2K y F12 para 

el desarrollo de fibroblastos de origen murino y aviar, infectados con C. psillacl. 



V- MATERIAL V METODOS. 

Todo el material de cristaleria utilW.do en el presente trabajo fue lavado con jabón 

limpiador de cristaleria, enjuagado con agua de la llave 5 veces, hervido con agua 

bidestilada y posterionnente esterilW.do en autoclave con el 6n de eliminar cualquier 

sustancia inbibidora para las células. 

1JI material plástico utilizado para el cuhivo celular (botellas de poliestireno" de 25 y 

75 cm' y viales con cubreobjetos' de 13 mm), fué nuevo. 

S. t Tipos Celulares. 

Los tipos de células utilizados en este trabajo fueron: 

a) Linea celular L-929 de libroblastos de origen murino adquirida de In Vitro S.A. 

b) Cultivo primario de libroblastos de origen aviar proporcionados por el Depanamento de 

Producción Animal Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia, obtenido de 

embiones de pollo de 9 dias como se describe más adelante. 

S.2 Medios de Cultivo. 

El crecimiento de las clamidias i11 vi/ro dentro de la célula depende de la 

concentración de nutrientes que apona el medio de cuhivo a las células. 

'NUNC, KAMSTRUP DENMERK. 
'BIBBY STERtLIN LTD STONE STAFFS, UNITED KINGLAND. 
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Para obtener éxito en el crecimiento de las células (monoestratos celulares), es 

importante utilizar agua deionizada o tridestilada para la elaboración de. los medios de 

cultivo, los cuales deberán estandarizarse a WI pH de 7,4. 

Los medios de cultivo utilizados en este trabllio fueron: 

a) Dulbecco Modificación lscove's (ISCOVE'S)" . 

b) Mezcla Nutritiva F12 Ham Modificación de Kaighn's (Fl2-K)'. 

c) Mezcla Nutritiva F12 Modificación de Coon's (Fl2)'. 

Los componentes de cada uno de los medios anteriormente mencionados se muestran en las 

Tablas 1 a 4. 

El medio lscove's contiene selenio, aminoácidos, vitaminas, buffer HEPES y nitrato 

de potasio. Este medio fue originalmente reportado como util para el crecimiento de 

linfocitos B y T de origen murino, así como tejido hematopoyético, y macrófagos de origen 

murino. Suplementado con suero fetal bovino, pennite el crecimiento de fibroblastos de 

origen murinoc . 

La mezcla Nutritiva Fl2 HamModificación de Kaighn's es una modificación de Ham 

12 y Coon's F12, la cual ha incrementado las concentraciones de aminoácidos y piruvato. Se 

recomienda su uso para el crecimiento de células diferenciadas de pollo y ratón y para el 

cultivo primario de células hepáticas humanas. ·ta mezcla nutritiva F12 fue originalmente 

formulada por Ham, R. G. como un medio libre de suero que permitía el crecimiento de 

células transformadas en cultivos. Esta es una compleja mezcla, la cual incluye muchos 

'SIGMA CHEMtCAL COMNPANY ST, LOUIS MO U,S.A. 
•THE LATESTTECHNICAL ANO PRODUCT NEWS 
FROM SIGMA CELL CULTURE 
VOLUMEN 9 NUMERO 2 1993. 
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elemen1os trazo. Adeniás, se puede utiliz.ar con un suplemento de suero y puede soportar el 

crecimiento de una gran ,variedad de ·cultivos celulares, tanlo 1rnrmales como transfonnados. 

la modific~ción de CoÓn;s consiste en que este medio contiene el doble de aminoácidos y 

piruva10, . e incluye ácido ascórbico. Asi mismo, las concentraciones de sales se han 
- . ' ; . 

modificado; T~blas 2 y 4. 

lo~ medios fueron reconstituidos con 1gua tridestilada, se les agregó bicarbonato de 

sodio segÚl1 lo recomendado por el fabricante en cada caso; se ajustó el pH a 7.4 utilizando 

NaOH IN o HCI IN. Posteriormente, los medios fueron esteriliz.ados por filtración, 

medianle el uso de membranas estériles con poros de 0.22 µ, para después ser 

complementados con 12.5% de suero fetal bovino, 1% de glutamina, 1% de aminoácidos no 

esenciales, estreptomicina IOOmg/ml, kanamicina IOOmg/ml y vancomicina 200 mglml. Ya 

complemenrados, los medios fueron mantenidos en refiigeración hasta su uso. 

~.l Cep11 de Clllomydio psi"oci. 

Las cepas de C. psittaci utilizadas en este trabajo fueron: la cepa de aborto A22 y la 

cepa de afección entérica T23, ambas de afección en ovinos• . Ambas fueron diluidas l/SO 

en el medio suerosa fosfalo glutamato (SPG) con una concentración final para la cepa A22 

de 1.6 X 107 unidades formadoras de inclusión por 111) (UFl/ml) y para la cepa T23 0,8 X 

to' UFl/ml. Ambas cepas ya diluidas se mantuvieron en refiigeración por 15 horas antes de 

la infección de los monoestratos celulares 

•Donadas por el Dr. P.C., Griffiths 
Central Veterinary Laboratory 
\Veibridge, JngJaterra. 



!1.4 Antkuerpos utilil.ados. 

En el presente trabajo se utilizó un suero policlonal obtenido de ovinos infectados con C. 

psillaci para la detección de inclusiones citoplasmíticas• . 

Se utilizó un conjugado Anti-lgG de ovino marcado con FITC. SIGMA; para, la realización 

de las pruebas de inmunoOuorescencia. 

!!.!! Preparación de los monoeatratos. 

En total se manejaron 18 combinaciones diferentes por cada cepa de C. psi/laci 

resuhaotes de las siguientes tres variables que fueron consideradas: linea celular, medio de 

cultivo y tiempo de incubación. Es imponante considerar que se prepararon S viales por 

cada combinación. (Tabla S) 

Se prepararon 90 viales (30 viales para cada medio). Cada vial se preparó con 1 mi 

de la suspensión celular a una concentración de 1.3 x 105 células/mi para los fibroblastos de 

ratón y 2. S x 1 o' células/mi para los fibroblastos de poUo. Posteriormente se incubaron a 

37ºC sin CO,. 

S.S. I Linea 929 de fibroblastos de origen murino. 

El crecimiento de las células se llevó a cabo sobre botellas de plástico de 2S cm2 a 

3 7"C utilizando los tres medios de cultivo por separado. Para cada botella se utilizaron 1 x 

106 células/S mi de medio. Después de 48 horas una vez que el monoestrato celular tenla de 

un 9S a un 100% de conOuencia, las células se tripsinizaron de la siguiente forma: 

• Donado por el Dr. A. Andersen 
Dcpanamenl of Agriculture of de United States. 
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I .·Se eliminó el medio de las botellas. 

2.- Se enjuagó el monoestrato con 3 mi de una solución de tripsina·verseno al 0.3%, se 

eliminó el e•ceso de ésta y se dejó incubando en agit1ción de 3 a S min a 37"C. 

3.- Separadas por completo las células, se resuspendieron en S mi de medio complementado, 

se homogenizaron perfectamente y se midió el volumen de la suspensión celular. 

4.- Para la cuenta celular, se tomaron O.O~ mi de azul tripan y se depositaron en un tubo 

Eppendorf, después se agregaron 0.02 mi de la suspensión celular (relación 1: 1), se 

homogenizaron perfectamente y dicha mezcla se depositó en el hemocitómetro de la cámara 

de Neubauer. Realiz.ada la cuenta, la fonna en que se determinó el número de células totales 

se muestra en el siguiente ejemplo: 

Volumen de la suspensión celular= S.8 mi. 

Número de células totales 

en los cinco recuadros de­

la camara de Nuebauer 

(cien) 

Capacidad volumétrica 

de la cámara( 104) 

De 1al forma que: 

Número de recuadros 

(cinco) 

Factor de dilución 

x (dos) X 

x 104 células/mi x Volumen de la 

suspensión ce· 

lular. 

, Número de células 

totales de la suspensión· 



100 \ 5 = 20" 2 = 40" 104 células/mi 

= 4 x 1 o' células/mi 

18 

4 x 10' cels.x 5.8 mi= 23.2 x to' cels./S,8 mi (Número de células totales de la suspensión). 

Una vez detenninado el número total de células en la suspensión, el cálculo para 

obtener el número de viales a preparar se realizó considerando la concentración celular de la 

suspensión y la concentración recomendada para wi tipo de células etl particular. Por 

ejemplo, si la suspensión celular es de 23.2 x to' celulas en S.8 mi. y la concentración 

requerida para la preparación de viales con 6broblastos de ratón es de 1.3 x 10' cels/m~ se 

divide la concentración de la suspensión celular entre la concentración requerida de la linea 

de fibroblastos, obteniendo así el número de viales que se pueden preparar. 

Ejemplo: 

23.2 x to' cels/5.8mi~1.3 x JO' cels/ml = 17 viales con 1.3 x JO' cels/ml 

En este c1So, es importante aforar el volumen de la suspensión celular (S.8 mi) hasta 

17 ~ de tal forma que se deposite en cada vial 1 mi con 1.3 x Jo' células 

S.S.2 Cultivo primario de fibroblastos de poUo de origen aviar. 

Se ut!liuroo embriones de pollo de 7 a 9 días, Jos cuales fueron macerados una vez 

que se eliminaron patas, vísceras y ojos. La separación completa de las células se logró 

mediante el uso de tripsina-verseno al 0,3%. Las células ya separadas se resuspendieron en 

20 mi del medio a utilizar. A partir de dicha suspensión se realizó wia dilución 1/40, y esta 



suspensión celular se utilizó para realizar la cuenla en la cáma~a de Neubauer, Los 

cálculos para la preparación de los viales se realizaron como ya se explicó an1eriom1ente. 

!1,6 Procedimiento de inrección. 

Se observó con el microscopio invertido cada vial, y una vez que los monoestratos 

celulares fonnados en los cubreobjetos alcanzaron una confluencia del 60 al 70% (después 

de IS a 18 horas de incubación), y se les cambió el medio ahora adicionado con 

polietilenglicol al 7% ( 1 mi de medio por vial). Pos1eriormen1e se realizó la infección de los 

monoestra1os con las cepas de C. psillac/ ya diluidas y mantenidas en refrigeración 

(100 111 por vial) 

Los monoestralos infectados fueron centrifugados a 2,200 xg duranle una hora a una 

lcmpera1ura de 30 ºC. Posterior a la centrifugación se incubaron a 37 °C en una atmósfera 

húmeda con 6% de CO,. 

S. 7 Fijación de 101 monoe11r1to1. 

Los monoestralos celulares fueron fijados a 1res diferentes tiempos, considerando 

como punto de referencia el tiempo promedio en el que cada cepa de C. psittaci fonna 

inclusiones ciloplasmálicas maduras (cepa A22 70.5 hrs y cepa T23 30.5 hrs) (16). Por 

consiguienle, las células infectadas con la cepa A22 fueron fijadas a las 48, 72 y 96 brs, 

mientras que las células infectadas con la cepa T23 fueron fijadas a las 24, 48 y 72 hrs. 

Transcurrido el tiempo de incubación, bajo condiciones de esterilidad se eliminó el 

medio de los monoestralos y se agregó a cada vial 1 mi de metano! absoluto, se dejó actuar 

por S min. y después fué eliminado; se e><trajo lodo el excedeule de metano! y se dejó secar 
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el cubreobjetos peñectamente, para luego realizar la técnica de inmunofluorcscencia 

indirecta. 

S.8 Técnic• de inmun0Ruore1cenci• indirecl8. 

Por medio de esta técnica se detectan anticueipos específicos y los aotigenos 

correspondientes para dichos anticuerpos mediante el uso de antiglobulinas marcadas con 

fluoresceioa. Para poner de manifiesto la reacción fluorescente, se incuba el suero 

(anticuerpos específicos contra el 14tígeno que se desea identificar) con el monoestrato 

celular infectado, forrnsdo sobre los cubreobjetos. Transurrido el tiempo de in~'Ubación se 

lava el suero de los monoestratos, dejando sólo los anticuerpos específicos unidos al 

aotlgeno. Esos anticuerpos se detectan después de incubar las preparaciones con un 

conjugado ( anti¡ilobulinas marcadas con FITC). Después de que el conjugado se elimina 

mediante un lavado y se e1<.1mina la preparación, la fluorescencia indica que el anticuerpo 

que exístla en el suero se unió al antfgeno, demostrando la presencia del mismo. 

Procedimiento: 

1.- Los cubreobjetos con los monoestratos infectados, previamente fijados con metano!, 

fueron colocados en un soporte plano. 

2.- A cada cubreobjetos se le agregó 0.1 mi de suero (suero policlonal de ovinos) diluido 

1/100. 

3.- Las preparaciones se dej1ron incubando I' minutos a 37 "C, en una atmósfera húmeda. 



31 

4.· Las preparaciones fueron lavadas 2 veces (2 minutos por/lavado) con solución 

amoniguadora de fosf1tos(PBS con UD pH 7.4). 

5.· Se agregó a cada preparación 0.1 mi de UD conjugado marcado con FITC (anti lgG de 

ovino), diluido 111000. Antes de ser utilizado, el conjugado fué contrastado con azul de 

Evllls (0.5 microlitroslml) y centrifugado a 6,SOO r.p.m. durante S minutos. 

6.· Las preparaciones se incubaron a 37 ºC durlllte 1 S minutos en una címar1 húmeda 

7.- Laa prep1raciones fueron lavadas como se mencionó uteriorionnente. 

8.- Lis preparaciones fueron montadas en ponaobjetos nuevos, utiliz.ando 6 microlítros de 

resina por cada preparación. 

9.· Se utilU.ó un control neg1tivo (monoestratos sin infectar) para corroborar la ausencil de 

re1cciones ínespecfficas y saber que la prueba está funcionando. 

10.· Se realiz.ó la lectura en el microscopio de epilluorescencil con el objetivo de 40X. 

Con esta técnica las células se observaron de color rojo, mientras que las inclusiones se 

observaron de color verde Ouorescente. 

En cada preparación, se observuon 300 células, en las cuales se detectó y 

contabilizó el número de inclusiones presentes. 

Se obtuvo el promedio del número de inclusiones en las S prepar1ciones y con estos 

valores se 1plicó el lllílisis est1dlstico. 



!1,9 Anlilili1 ethldútlco. 

En el presente trabajo los datos se analiz.aron utilizando el Modelo de Efectos Fijos: 

y' 

Donde (y') es el número de cuerpos de inclusión transformado de forma tal que: 

y' 4Y+1' 
La varilble número de cuerpos de inclusión se transformará con el objeto de cumplir 

con los supuestos de normalidad. 

Este modelo se analil.ó por el método de cuadrados mlnimos (Steel y Torrie) ('O) en 

el paquete SAS. (Statystical Analysis System) para PC en su modalidad PROC GLM 

( General Linear Model). DellJlués se realizó un anílisis de separación de medias (turkey) 

p1r1 los efectos que resultaron significativos. 
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VI - RESULTADOS. 

En fonna general, despues de observar repetidamente los monoestratos celulares en 

el rnicrscopio invertido, fué post'ble determinar que de los tres medios de cuhivo utiliudos, 

el medio Ft2-K fue el que permitió un crecimiento más ripido de ambos tipos de cultivo 

celular, el medio ISCOVE'S promovió un crecimiento intermedio, mientras que en el medio 

Fl2 las células crecieron mis lentamente. 

6.1 Tipo• celulares infectado• con la <epa de aborto AU. 

6.1.1 Fibroblastos de ratón L • 929. En los tres medios de cultivo probados el 

comportamiento de la cepa de aborto fue similar (Gráfica 1). A las 48 horas se observó un 

número determinado de inclusiones, que fue superado por el número de inclusiones 

visualizadas a las 72 horas. En los tres casos a las 96 horas, el número de inclusiones 

citophlsmáticas observadas disminuyó. Las mejores combinaciones se muestran a 

continuación: 

l.· ISCOVE'S - 5.2 inclusiones (72 horas). 

2.- F12-K- 3.8 inclusiones (72 horas). 

J .• F12 -7.2 inclusiones (72 horas). 

Los resuhados se nruestran en las Tablas 6 y 7. En el medio ISCOVE'S se observó 

un promedio de 1.2 inclusiones citoplasmáticas a las 48 horas, 5.2 inclusiones a las 72 horas 

y 0.4 inclusiones a las 96 horas. En el medio Fl2·K se observó un promedio de 1.4 

inclusiones citoplasmáticas a las 48 horas, 3.8 inclusiones a las 72 horas y 2.8 inclusiones a 



las 96 horas. En el medio Fl2 se obseivaron 1, 7.2 y 1.4 inclusiones citoplasmáticas en 

promedio a las 48, 72 y 96 horas respectivamente. 

La cepa de abono A22 formó un mayor número de inclusiones citoplasmáticas en las 

células crecidas en el medio Fl2 (Grífica 1, Tabla 7). 

6.1.2 Fibroblastos de pollo cultivo primario. El componamiento de la cepa de abono en las 

células de pollo fue similar al obseivado en las células de ratón (Gráfica 2). Es decir, el 

número de inclusiones citoplasmáticas que se obseivó en los tres medios fue mayor a las 72' 

horas en comparación al numero de inclnsiones obseivado a las 48 horas. A las 96 horas el 

número de inclusiones disminuyó. Las mejores combinaciones se muestran a continuación: 

l.· ISCOVE'S • 2.4 inclusiones (72 horas). 

2.· F12·K • 4 inclusiones (72 horas). 

J .• F12 • 6,4 inclusiones (72 horas). 

Los resultados de cada combinación se muestran en las Tablas 6 y 7. En el medio 

ISCOVE'S se obsetVó uu promedio de 1.6 inclusiones citoplasmíticas a las 48 horas, 2.4 

inclusiones a las 72 horas y 1.4 inclusiones a las 96 horas. En el medio F12-K se observó uu 

promedio de 1.2 inclusiones citoplasmíticas a las 48 horas, 4 inclusiones a las 72 horas y 2.8 

inclusiones a las 96 horas. En el medio Fl2 se observaron 3, 6.4 y 3.6 inclusiones 

citoplasmáticas en promedio a las 48, 72 y 96 horas respectivamente. 

A las 72 horas el mayor numero de inclusiones citoplasmáticas formadas, fue 

observado en las células crecidas en el medio Fl2 (Gráfica 2, Tabla 7). 

6,2 Tipo1 celulares infectados con la cepa entérica T23. 



6.2.1 Fibroblastos de ratón L • 929. El mayor número de inclusiones ciloplasmálicas se 

observó a las 24 horas. (Gráfica 3) 

1.· ISCOVE'S • 10.6 inclusiones(24 horas). 

2.· F12. K • 11.4 inclusiones (24 horas). 

3.· F12 • 7.4 inclusione!(48 horas). 

l.os hallazgos obtenidos se muestran en las Tablas 7 y 8. En el medio ISCOVE'S se 

observó un promedio de I0.6 inclusiones citoplasmáticas a las 24 horas, S,4 inclusiones a 

las 48 horas y 1.2 inclusiones a las 72 horas. En el medio F12-K a las 24 horas se observó un 

promedio de 11.4 inclusiones ciloplasmátieas, 4.8 inclusiones a las 48 horas y S.2 

inclusiones a las 72 horas. En el medio Fl2 se observaron 3, 7.4 y 6,4 inclusiones 

citoplasmátieas en promedio a las 24, 48, y 72 bor1S respectivamente (Tabla 7). 

El mayor número de inclusiones citoplasmáticas fue observado a las 24 horas de 

incubación en las células crecidas en el medio F12·K (Grafica 3). 

6.2.2 Fibroblastos de pollo cultivo primario. En cada uno de los tres medios el número 

nuyor de inclusiones citoplasmáticas se observó a diferentes tiempos: 

l.· ISCOVE'S •. 2.4 inclusiones (72 horas). 

2.· Fl2·K • 3.2 inclusiones (24 horas). 

3.· Fl2 • 6.6 inclusiones (48 horas). 

Las observaciones reali:zadas se muestran en las Tablas 7 y 8. En el medio 

ISCOVE'S se observaron 2 inclusiones citoplasmáticas a las 24 horas, 1.2 inclusiones a las 

48 horas y 2.4 inclusiones a las 72 horas. En el medio Fl2·K a las 24 horas se observaron 

3.2 inclusiones citoplasmáticas, 2.6 inclusiones a las 48 horas y 2 inclusiones a las 72 horas. 



En el medio F 12 se obseivaron S.2, 6.6 y 5.2 inclusiones a las 24, 48 y 72 horas 

respectivamente. 

El mayor número de inclusiones fue obscivado a las 48 horas de incubación en las 

células crecidas en el medio Fl2 (Gráfica 4). 

De los dos tipos celulares utiliz.ldos, los tibroblastos de pollo se afeciaron · 

más por la fuerza centrífuga aplicada durante el proceso de infección 

En los monoestratos celulares infectados con lllS cepas A22 y T23 de C. pslttaci a las 

96 y 72 horas de incubación respectivamente, se obseivó un puntilleo fluorescente fuera de 

llS células, lo cual corresponde a los CE extracelulares, que no se detectaron a otros 

tiempos de incubación. 

6.l Anlilili1 estadútlco 

6.3.1 DesarroUo de C. p.rittacl Cepa A22. 

El procesamiento de los datos por el método de cuadrados minimos, considerando la 

triple interacción (Tipo Celular - Medio de Cultivo - Tiempo de incubación), determinó que 

no hubo diferencia significativa (P <O.OS) en el crecimiento de la cepa A22 de C. p.rillaci en 

cuanto al uso de ambos tipos de cultivo celular. Los tibroblastos de ratón desarrollados en el 

medio Fl2 a las 72 horas presentaron un promedio de 2.s• iuclusiones ciloplasmáticas, 

mientras que los 6broblastos de pollo desarrollados en el medio F 12 a las 72 horas 

presentaron 2. 7• inclusiones citoplasrnáticas (Tabla 9). 

El tiempo de incubación en el que se formó el mayor número de ü1clusiones 

citoplasmáticas fue de 72 horas. 



Considerando únicamente la doble interacción (Tipo Celular - Medio de Cultivo), la 

cepa A22 mostró un mejor desarrollo en los fibroblastos de pollo (cultivo primario) en 

comparación con el desarrollo mostrado en los fibroblastos de ratón L-929 (Tabla IO). 

6.3.2 Desarrollo de C. psittacl Cepa T23. 

El procesamiento de los datos por el método de cuadrados mínimos determinó que si 

existe diferencia significativa (P > 0.05) en cuanto al uso de ambos tipos de cultivo celular, 

ya que eo los fibroblastos de ratón se formó wt mayor número de inclusiones citoplasmáticas 

en comparación al número de inclusiones formadas en las células de pollo. Los fibroblastos 

de ratón en los. medios Fl2·K e ISCOVE'S presentaron 3.7' y 3.4° inclusiones 

respectivamente a las 24 horas, mientras que los fibroblastos de pollo en los medios F12-K e 

ISCOVE'S presentaron 2.01' y 1.7' inclusiones citoplasmáticas 1las24 horas(Tabla 11). 

El tiempo en el que se formó el mayor número de inclusiones citoplasmáticas fue de 

24 horas. 

Considerando únicamente la doble interacción (Tipo celular. Medio de Cultivo), la 

cepa T23 mostró Wt mejor desarrollo en los fibroblastos de ratón L-929 en comparación con 

el desarrollo mostrado en los fibroblastos de pollo (cuhivo primario) (Tibia 12). 

•Medias niinimocuadrátic~ de la variable nUmero de cuerpos de inclusión (NCJ) transformad.is y1 -='f+1' 



VII - DISCUSION. 

La cep1 de abono A22 se desarrolló adecuadamente en ambos tipos celulares y el. 

número de inclusiones citoplasmáticas fomiado fue muy sinúlar en ambos casos, no 

encontrindose diferencia significativa (P < 0.05) en cuanto a 1111 uso. De lo anterior se 

deduce que tanto los fibroblastos de origen murino como los de origen aviar, favorecen de 

igual forma el desarrollo de las cepas de aborto de C. psi/laci. 

La cepa T23 mostró un mejor desarrollo estadísticamente significativo (P > 0.05) en 

los libroblastos de ratón lr929 en com¡>aracíón con el desanollo mostrado en los 

fibroblastos de pollo (cultivo primario). Investigaciones rea liudas han postulado la 

presencia de receptores específicos para clamidiu a nivel de la membrana de las células 

epiteliales (23 ), por lo que podríJ pensarse que en el caso de los fibroblastos de pollo quiús 

el número de receptores presentes en la membrana para la cepa T23 específicamente es 

menor que aquellos presentes en los libroblastos de origen muóoo, por lo que la adhesión y 

el consecuente desarrollo de la bacteria difiere en ambos hospederos. 

Para la cepa A22, el tiempo en el que se encontró un mayor número de inclusiones 

citoplasmáticas fue a las 72 hrs, lo cual se relaciona directamente con el tiempo en el que la 

cepa A22 fomia inclusiones citoplasmáticas maduras (70.5 hrs.) ( 14). Esto debe 

considerarse cuando se intente el aislamiento de C. psiltaci a partir de muestras clinicas con 

un diagnóstico presuntivo de abono enzóotico ovino. 

Para la cepa T23 el tiempo en el que se detectó el mayor número de inclusiones fue a 

las 24 horas de fijación, lo cual se relaciona directamente con el tiempo en el que la cepa 

T23 forma inclusiones citoplasmáticas maduras (30.5 hrs.) ( 14), por lo que debe tomarse en 



consideración siempre que se intente el aislamiento de cepas entéricas de C. psillaci a partir 

de muestras de cliniclS de heces e intestino de ovinos. 

Sin embargo, a las 96 horas se observó una disminución en el número de inclusiones 

citoplasmáticas de la cepa A22 y a las 72 horas de la cepa T23. Aunado a ésto, se observó la 

presencia de cuelJlOS elementales emacelulares (estructuras esfériclS fluorescenlcs de color 

verde). Es notorio el hecho de que la conRuencia celular a estos tiempos es muy alta, lo cual 

da lugar a la formación de acúmulos celulares y ésto impide una visualización adecu1da de 

las inclusiones fonnadlS en el interior de cada célula independiente. Asi mismo, existe la 

posibilid1d de que las células en un momento dado ya no resistan la infección y se presente 

11 lisis con 11 liberación tanto de CE, CR y formas intermedias, lo cual daria como resuh1do 

un1 disminución de inclusiones citoplasmáticas visibles y un aumento en el número de 

formas extracelullres. 

E"Jlerimentos in vitro han determinado que el crecimiento de C. psillaci dentro de 

las células está determinado por la concentración de aminoácidos en el medio (1,7).Este 

hecho es Importante al considerar que el medio F12-K fue de los 3 medios utiliudos el que 

promovió un crecimiento más rápido de ambos tipos de fibroblastos (de ratón y de pollo), 

infectados y no infectados. Esta mezcla se modificó en relación a la mezcla nutritiva F12 

Ham's, por lo que se incrementaron las concentraciones de aminoácidos, muchos de los 

cuales son importantes para el desarrollo de ambas cepas de C. psi//aci (28), contiene 

piruvato el cual es un importante precursor de energia de alto poder para la célula, la cual es 

utilizada por las clamidias, así como también contiene putresina, precursor de poliamlnas 

mismas que tienen una intima relación con la multiplicación y crecimientos celulares, ya que 

son factores de crecimiento para células cultivadas in l'i/ro y se considera que intervienen en 



la estabilización de células iJJtactas, organelos subcelulares y membranas (53). Así mismo, se 

modificaron las cantidades de lilles minerales. 

Conforme el tiempo de incubación transcurrió en los cultivos celulares que utilizaron 

este medio, fue más 1parente la for1111cióo de acúmulos celulares con inclusiones no 

contabiliz.ables para ambas cepas, por lo que es muy probable que esta me;r.cla sea llícilmente 

1similable y utilizada por la célula búesped, al haber sido diseñado para el crecimiento de 

células diferenciadas de rata y pollo• , lo cual podría resolverse al reducir la concentración 

de células duran! e la preparación de Jos viales. Este medio, por otra p1rte puede ser de gran 

utilidad para iniciar el cultivo a partir de células congeladas que en muchas ocasiones tardan 

en crecer. 

El medio ISCOVE'S es un medio rico en nutrientes, con una adecuada combinación 

de aminoácidos, vitaminas, glucosa y sales minerales. Los moooestratos infectados tuvieron 

un crecimiento adecuado y la visualiz.ación de las inclusiones citoplasmáticas resultó sencilla. 

Al analizar su composición se puede determinar que este medio es el más enriquecido de los 

tres; sin embargo, no fue el que más favoreció el desarrollo de ambas cepas de C. psillaci, 

pero si promovió un crecimiento moder1do de ambos tipos celulares. A diferencia de los 

otros dos medios éste medio contiene, nitrato de potasio y selenito de sodio y carece de 

putresioa, ac. linoleico, timidina, y diversas sales minerales y tiene menor concentración de 

biotina, lo cual pudo en un momento dado ocasionar un menor desarrollo de C. psitlaci. 

Este medio es una buena elección para iniciar cultivos de monocapa, recuperación de 

células congeladas , propagación de células y es de utilidad para el aislamiento del 

microorganismo en cultivos celulares. 

•SIGMA CHEMJCAL COMPANY ST. LOUJS MO U.S.A. 
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El medio F12 es wia mezcla nutritiva con incrementadas concentraciones de 

1minoáeidos, muchos de los cuales son importantes para el desarrollo de cepas de abono y 

de afección entéric1 en ovinos (28), contiene piruvato y wia mezcla de vitaminas y sales 

minerales. Este medio promovió WI crecimiento más lento de ambos tipos celulares en 

comporación con los otros 2 medios; lo cual f.avorece la visuallución de células individuales 

y por consiguiente la identificación de las inclusiones citoplasmáticas caracteristicas se 

realizo con mayor facilidad. Así, este medio es wia buena allemativa para la preparación de 

los monoestr1tos celulares utilizados para el aislamiento de C.psittaci a p1rtir de muestras 

cllnicas y p111 11 prop1gación de cepas de laboratorio. 

En el c1so de la cepa A22, el medio Fl2 fue el medio que más f1voreció su 

desorrollo en 1mbos monoestratos celulares. Es post'ble que Ja 1similación de esta mezcla 

nutritiva por parte de la célula sea lenta y por lo tanto el crecimiento de la célul1 es también 

lento. Sin embargo, aparentemente su utilización por pane de lasa clanúdias dentro de la 

célulad es adecuada y por lo tanto su desarrollo se ve favorecido. 

Para la cepa T23, el medio F12·K fue el que más f1voreció su desarrollo en los 

fibroblastos de ratón y el medio F 12 fue el medio que más favoreció su desarrollo en los 

fibroblastos de pollo. Es posible que los nutrientes de la mezcla nutritiva Fl2·K sean 

asimilados por las células de origen murino más rápida y eficientemente que las de origen 

aviar por lo que el crecimiento de las mismas es también más rápido. Asi núsmo, la 

utilización por parte de las células de los diversos nutrientes que lo componen, de algun 

modo pueden favorecer el desarrollo de las clamidias dentro de la célula. 

Con base en los resultados obtenidos en este experimento y tomando en cuenta que 

wio de los factores que regulan el crecimiento celular es la composición del medio de cultivo 
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(2,9), es posible determinar que la concentración de células para Ja preparación de los 

monoestratos está dada en función de éste. 

Considerando únicamente la inter1cción monoestrato celular medio de cuhivo, los 

resultados del análisis estadístico indican que los fibroblastos de ratón L-929 en el medio 

F12-K son 11 mejor opción para el aisllmiento de C. psi//aci. Sin embargo, es imponante 

considerar que el medio F l 2·K promueve un desarrollo muy rápido de las células originando 

la forrn1ción de acúmulos celulares, Jo cual dificulta la visualización de las inclusiones 

citoplasmáticas. El disminuir la concentración de células 11 prep1rar los monoesiratos 

celulares éste medio ofrece mejores resuhados• . 

En el caso de los fibroblastos de pollo (cultivo primario), Jos resuhados de Ja doble 

lntem:ción indican que el medio de cuhivo que promovió un mejor desarrollo de C. psittaci 

filé el medio F12. 

De los dos tipos celulares. los fibroblastos de ratón L-929 hm sido utiliudos por 

diferentes investig1dores para el cultivo de las clamidias, por Jo que el manejo de esta línea y 

llS car1cteristie1s de su crecimiento son bien conocidas (29). El cuhivo primario de 

fibroblasios de pollo, por otro lado, no h1 sido utilludo pua eSle fin por lo que Jos rangos 

máximos y núnimos de células par1 iniciar el cultivo celular no se conocen con precisión, por 

lo que aspectos gener1Jes en el mmejo de este tipo celular para el aislamiento de C. psillaci 

tienen que ser mis estudiidos. 

La linea L-929 en relación a los fibroblastos de poUo tiene la ventaja de ser una linea 

esiablecida, por Jo que el mantenimiento del cultivo y su manejo es licil. Además las células 

• Ana Maria Rojas Martinez. Dar o no publicado. 



se pueden conservar congeladas a -196ºC por periodos prolongados de tiempo, siendo 

sencilla su recuperación. 

El cultivo primario de fibroblastos de embrión de pollo, por olra pane, tiene la 

ventaja de ser bastante económico en relación a una linea celular establecida, su preparación 

es sencilla, y la propagación del cuhivo se facilita debido a la excelente capacidad de división 

mitótica de este tipo de células embrionarias. Sin embargo, la propagación es limitada ya que 

no soportan en promedio mis de 3 a 5 pases y terminan muriendo; no sobreviven a la 

congelación. Aunado a ésto, es necesario el uso de embriones de pollo SPF, así como de 

personal con experiencia para la preparación de cultivos primarios y es imponante mantener 

estrictas medidlS de esterilidad al trabajar, ya que el riesgo de contaminación es alto. 

Se ha postulado que la variabilidad de los resuhados obtenidos en los diferentes 

experimentos realiudos con C. psillaci, se debe a las distintas condiciones de trabajo en el 

laboratorio (3). Es importante señalar que las condiciones de trabajo bajo las cuales se 

realizó el experimento se encontraban perfectamente establecidas para el uso de los 

fibroblastos de ratón L-929, y no así, para los fibroblastos de pollo, lo cual pudo influir en su 

componamiento. Es necesario seguir trabajando con los fibroblastos de pollo, para lograr 

conocer con precisión su ritmo de crecimiento, los rangos máximos y mínimos para poder 

iniciar un cultivo celular de mooocapa, así como la fuel7.I de centrifugación y el tiempo 

minimo requerido durante el proceso de infección, de tal forma que no cause daños en la~ 

células y altere los resultados. De esta forma podremos determinar verdaderamente sí el 

cultivo de fiboblastos de ratón ofrece ventajas sobre el cultivo primario de fibroblastos de 

pollo para el aislamiento de C. psillaci. 
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo los fibroblastos de ratón 

representan una mejor opción para el aislamiento de cepas de abono y de afección entérica 

en ovinos en comparación al uso del cultivo primario de fibroblastos de pollo. 

Por otro lado, a pesar de que ambas cepas de C. psittaci se sometieron a un mismo 

procesamiento, füé muy notoria Ja diferencia en cuanto al número de inclusiones 

citoplasmátic1s formadas en Jos fibroblastos de ratón, observándose w1 mayor número de 

inclusiones en los monoestratos infectados con la cepa nJ. Estudios realizados han 

determinado, que la sensil>ilidad de las diferentes líneas celulares en relación 11 aislamiento 

de cepas de C. psiltaci que afectan a aves varia ~liameote('I ). Existe la posibilidad, 

entonces, de que este hecho, se fundamente en la presencia de un mayor número de 

receptores específicos para la cepa entérica T23 en los fibroblastos de origen murioo en 

compar1ción con el número de receptores específicos para Ja cepa de abono A22. En 

contrapane, no existe una diferencia notoria en el número de inclusiones citoplasmáticas 

formadas por ambas cepas de C. psittaci en Jos fibroblastos de origen aviar, por Jo que es 

posible que la presencia de receptores específicos en la membrana celular para cada cepa no 

muestre diferencias en cuanto a su número y distribución. Por el momento, estos resultados 

indican que los fibroblastos de origen murino o&ecen una mayor utilidad para el diagnóstico 

de laboratorio cuando se procesen muestras clínicas para el aislamiento de Gepas de C. 

psittaci de afección entérica en ovinos. Es necesario un seguimiento para poder determinar 

si se puede o no aprovechar la diferencia observada entre A22 y T23 en fibroblastos de 

origen murino. 

A la fecha no eidsten repones comparativos en cuanto al uso de diversas lineas 

celulares para el aislamiento de cepas que afectan a ovinos. A panir del presente trabajo, 
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toma W1a gran relevancia el seguir invesligando el comportamiento de las cepas de C. 

psillaci en los diferentes tipos celulares con la finalidad de facilitar el aislamiento del 

microorganismo a partir de ovinos y posiblemente otras especies animales en México. 
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TAaLA l. CONTENIDO DE DIVERSOS COMPONENTES 
DE LOS MEDIOS UTILIZADOS. 

COMPONENTE 

BipOHDdH 4.083 4.04 

1260.2 1802. 

Rojo de Feaol 16 3.318 1.25 

Ácido liaolelco 0.090 

PutrniHHCI 0.322 0.161 

Ácido pirivlco N1 110. 220. 220. 

DL-6, 8 Ácido 'Rlolico 0.266 . 0:206 
. ;·.":<:'·.·~·,: 

Timidia1 0.726.: '<0.700 

HE PES 5958. 
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TABLA 2. CONTENIDO DE AMINOÁCIDOS DI: 

LOS MEDIOS UflLIZADOS. 

COMPONENTE 

L-AIHiH 25 42.140 18 

L.Argillill• ea 84 17.818 422 

L-Atp•r•1in1 28.4 30.02 30 

L-Ac. Alp•rtico 30 26.62 26 

L-Ciltelna 91.24 70,24 70.26 

L-Ac. Glutamico 7' 29.42 . 30 
. . ' 

L-Glutamill1 584 292.2: . 292 . 

GUci111 30 

L-Búlldill• 42 

L-l1oleuci111. 105 

L-Leucill1 105 

L-U.1111 146 

L-Mellonill• 30 

L-FeaU.IHin• 66 

L-ProliH 40 

L-Serln1 42 

L-Treonin1 95 

L-TriptorHo 16 

L-Tiro1i111 103.79 

L-V1lill• 94 
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TABLA J, CONTl:NIDO DI: VITAMINAS DI: WS 
MEDIOS UTD..IZADOS 

COMPONENTE FJ2(t1tW/) 

8iotiD8 0.013 0.073 0.007 

Colina 4 JJ.96 13,96 

ÁcidoFóUco 4 1.324 1.32 

bo1itol 7 18.02. 1a:o2 
-J_.:_','::;.''. 

Nl•dn1mid• 4 . 0.04. 

Ácido pantotéaico 4 

Pirido11I 4 

RiboftaviH 0.4 

Tia mina 4 

Vil8min1B-12 0,013 

Ácido A1eórbico 
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TABLA 4. CONTENIDO DE SALES MINERALES DE LOS 
MEDIOS UTILIZADOS. 

COMPONENTE 

Cloruro de Calcio 219 135.24 

Sulf110 de Magnesio 97.67 192.64 

Cloruro de Potasio 330 283.29 

Nilralo de Potasio 0.076 

Cloruro de Sodio. 4405 

Fo1r110 de Sodio Monoblisi<o I09 

Selenilo de Sodio 0.017 

Piruva10 de Sodio 110 

S ulr110 Cuprico 

Sulf110 Feno•o 

Cloruro de Magntsio 

Fo1r110 de Polalio l\lonobí1ico 

Fo1r110 de Sodio Diblisico 

Sulfa10 de Zinc 

165 

25.28 

305 



,.,.. 

TABLA S, Combln1cionea realizad•• <on1ider1ndo <ultivo <elular-medio de <ultivo­
tiempo de incubación par• el deanrollo de <uerpo• de in<lu1i6n de Clllamydia pslttaci 
<epaa de 1borto A22 y entéri<• T23. 

PERIODO DE INCUBACIÓN (hn) 

nBRoBLASTOS DE RATÓN F18R08LASTOS DE POLLO 
MEDIO DE (L929) (CULTIVO PRIMARIO) 
CULTIVO 

All Tll All TlJ 

48 24 48 24 
ISCOVE'S 72 41 72 41 

96 72 96 72 

41 24 48 24 
FllK 72 48 72 48 

96 72 96 72 

41 24 48 u 
Fil 72 48 72 48 

96 72 96 72 

Ne. lipUnllCo•lilHde• • 5 
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TABLA 6, RESULTADOS DE LA OBSERVACION MICROSCOPICA DE AMBOS 
TIPOS CELULARES, INFECTADOS CON LA CEPA A22 DESPUES DE 
REALIZAR LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA. 

Fibrobl1stos de Ratón Fibroblastos de Pollo 

Me T. Repetición Me T. Repetición 
dio de (No. de incluaiones en 300 células dio de (No. de inclwioncs t11 300 cólubs 

Fij. vis111liada1). X Fij. vist11liuda1). X 
1 2 3 4 5 1 2 3 4 

48 2 o o 2 2 1.2 48 2 3 o 1.6 
Hrs Hrs 

ISC 72 4 5 8 7 2 5.2 ISC 72 2 4 2 2.4 
Hrs Hrs 

96 o o o .4 96 2 o o 3 2 1.4 
Hrs Hrs 

48 2 2 1.4 48 2 2 o 1.2 
Hrs Hrs 

F12 72 6 4 5 3.8 Fl2 ·72 4 3 5 3 5 4 
·K Hrs ·K Hrs' 

96 4 5 2 2 2,8 96 4 2 3 2 2.8 
Hrs Hrs 

48 2 2 o o 48 3 J 3 
Hrs Hrs· 

F12 72 11 6 11 3 7.2 Fl2 72 6 7 7 7 6,4 
Hrs Hrs 

96 2 o 1.4 96 4 3 J 4 4 3.6 
Hrs Hrs 

ISC = ISCOVE'S .. ·.: 
~ = Promedio de inclusiones. 



TABLA 7. Promedio• de inclu1ione1 intr•citopl11má1icu de Clllomydia psittaci cepa• de 
aborto A22 y entirira T2J "diferentes tiempos de incubación. 

MEDIO DIE "' CVLTIVO 
41bs 7Z~• 

ISCOVS' S 1.2 S.2 

ru~ 1.4 3.8 

P12 1 7 .2 

fR • Flbroblt.•t.o• d• rat.6n 
FR • Pibroblaat.o• d• pollo 

CIEPAA22 

9óbs 48hs 

0.4 1.6 

2 .e 1.2 

1.4 3 

FP 

7lhs 96hs 

2.4 1.4 

4 1.8 

6.4 3.6 

ES1A 
SAlfR 

CIEPATlJ 

Fil FP 

14hs 48hs 71h• 24hs 41b• 71b• 

10.6 5.4 1.2 2 1.2 2.4 

11.4 4.8 5 .2 3.2 2.6 2 

3 7 .4 6.4 5.2 6.6 5.2 

No. R•pl1c••/Coabinaol6n • S 
Ho. Célula• coutabilind•• • 300 

TESI! 
IE U 
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TAILA 8. RESULTADOS DE LA OBSERV ACION MICROSCOPICA DE AMBOS 
TIPOS CELULARES, INFECTADOS CON LA CEPA T2l DES PUES DE 
REALIZAR LA TECNJCA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA. 

Fibrobllstos de Ratón Fibroblastos de Pollo 

Me T. Repetición es Me T. Repeticiónes 
dio de (No. de inclusiona m 300 cCh'111 dio de {No. de inclusiones e11 JOO células 

F'g. vinaliadu). X Fij. visuliuda1). X 
1 2 3 4 s 1 2 3 4 s 

24 11 IO 9 12 11 10.6 24 3 2 2 2 2 
Hrs Hrs 

ISC 48 11 6 6 7 4 5.4 ISC 48 2 1.2 
Hrs Hrs 

72 2 1.2 72 3 2 3 2.4 
Hrs Hrs 

24 14 18 14 6 11.4 24 3 4 3 s 3.2 
Hrs Hrs 

Fl2 48 s 6 s 3 4.8 Fl2 48 3 .s 2 2 2.6 
·K Hrs ··K Hrs 

72 6 10 6 4 o 5.2 72 3 2 1 2 2 2 
Hrs Hrs 

24 3 s 2 2 24 6 7 4 2 7 S.2 
Hrs Hrs 

Fl2 48 8 6 10 6 7,4 F2 48 7 7 7 6 6, 6.6 
Hrs Hrs 

72 7 8 s 6 6,4 72 8 6 3 3 6 S.2 
Hrs Hrs 

ISC = ISCOVE'S 
X ~ Promedio de inclusiones. 
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TABLA 9. M&JORl!:S COMBINACIONES OBTl!:NIDAS PARA l!:L 
Dl!:SARROLW DI!: C. /'Jlnt1ci Cl!:PA A22 POR l!:L Ml!:TODO DI!: CUADRADOS 
MINIMOS DI!: ACUl!:ROO A LA TRIPLI!: INTl!:RACCION (Tipo celular - Medio de 
Cultivo - Tiempo de incubación). 

Cl!:PA A22 
Tipo de fibro- Medio de cultivo Tiempo de Medias minimo Error estand1r 
blaslos. Incubación c:uadralicas 

tnnsformadas. 

Ratón Fl2 72 2.8046 0.1638 

Pollo Fl2 72 2.7161 0,1638 

PoUo Fl2·K 72 2.2270 0.1638 

Ratón Fl2·K 72 2.1491 0.1638 

Po U o F12 96 2.1416 0.1638 

Pollo F12 0.1638 

PoUo F12·K 0.1638 

Pollo ISC 0.1638 

PoUo ISC 0.1638 

Ratón F12·K 0.1638 

Ratón F12 96; .. 1.5120 0.1638 

Pollo ISC 96 1.4928 0.1638 

PoUo F12·K 48 l.458S 0.1638 

Ralón Fl2 48 l.37S6 0.1638 

Las medias minimocudráliclS de la variable cuerpos de inclusión se encuentran 
lransformad11 (y' dí + y1

) 



Tabla 10. MEJORES COM81NACIONES 08TENIDAS PARA 
EL DESARROLLO DE C hittt1cl CEPA A22 POR EL 
METODO DE CUADRADOS MINJMOS, CONSIDERANDO 
LA DOBLE INTERACCION.ffioo celular-Medio de cultivo • 

CEPAA.22 
TiHCt.1.i1r Medio deCultivo M. M.C. l. T.(•) ErrorEst. 

Pollo Fl2 2.2768 0.0945 

Ratón Fl2 1,8974 0.0945 

PoUo Fl2·K 1.8751 0.0945 

Ratón Fl2·K 1,8677 0.0945 

Ratón ISC 1.6847 0.0945 

PoUo ISC 1.6304 0.0954 .. .. <") Las medias mmunocUldralícas de la vuuble cuerpos de 
inclusión se encuentran transfonnadas ( yt =~) 
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TABLA 11. MEJORES COMBINACIONES OBTENIDAS PARA EL 
Dl:SARROLW DI: C. psln•ci CEPA T2.J POR EL Ml:TODO DI: CUADRADOS 
MINIMOS DI: ACUERDO A LA TRIPLE INTl:RACCION (Tipo celular - Medio de 
Cultivo • Tiempo de Incubación). 

Cl:PAT2.J 
Tipo de fibro- Medio de cuhivo Tieq>os de Medils minimo- Error estaodar 
bla1to1 in cu· cu1drític1S 

b1cióo (hrs) traosfo11111d1S 

Rltón F12·K 24 3.7501 0.1653 

Rltón ISC 24 3.4025 0,1653 

Rltón F12 48 2.8873 0.1653 

PoUo Fl2 48 2.7553 0,1653 

Rltón Fl2 72 

Rltón ISC 48 

PoUo F12 48 

PoUo Fl2 72 

Rltón F12-K 48 

Rltón F12-K 72 

Po U o Fl2-K 24 

Rltón Fl2 24 

PoUo Fl2-K 48 

Pollo ISC 72 1.8292 0.165:1 

PoUo ISC 24 1.7220 0.1653 

Las medilS minimocuadríticlS de la v1riable cuerpos de inclusión se encuentran 
traosfo11111d1 ( y' ='f'+Y'l 



T•bl• 12. MEJORES COMBINACIONES oaTENmAS PARA 
EL DESARROLLO DE C. p1/n11cl CEPA T23 POR EL METODO 
DE CUADRADOS MINIMOSCONSmERANDO LA DOBLE 
INTERACCION (fino celuln-Medlo de cullivol. 

CEPA T23 
Tipo Celul•r Medio de Cultivo M.M.C.l.T (º) Error Est. 

R8tón F12-K 2.8392 0.094S 

PoUo F12-K 1.8691 0.094S 

PoUo F12 2.5S59 0.0945 

R•tón F12 2.5270 0.0945 

R8tón ISC 2.4662 0.0945 

Po U o ISC 1.6763 0.0945 . . .. (º)Las medias llllllllltOCW1dra11cas de la vanable cuerpos de inclusión 
se encuentran lransforniadas (yt =fY+i') 
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