2354

29&'
COMPARACION DE FIBROBLASTOS DE RATON L.929 Y
CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS DE POLLO EN
TRES MEDIOS DE CULTIVO PARA. EL DESARROLLO DE

Chiamydia paittact CEPAS DE ABORTO Y DE AFECCION.,
TENTERICA EN ‘OVINGS. .4

TESIS PRESENTADA ANTE LA

DIVISION DE ESTUDIOS PROFESIONALES DE LA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FALLA DE ORIGEN

PARA LA OBTENCION DEL TITULO DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
POR -

ERNESTO ARMANDO RODRIGUEZ REYES

ASESORA: MV.Z. M.Sc. CRISTINA ESCALANTE OCHOA

MEXICO, D. F. DICIEMBRE 95



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

AMIS PADRES

EMILIO RODRfGUEZ GONZALEZ Yo
MARIA ANGELICA- REYES DE RODRYGUEZ
CON TODO MX AMOR o

Amr éspbsA it ASGRANDE DIAMANTE

ROCIO CHAVEZ TREJO
GRACXAS POR APOYARME TANTO TE AMO.

A MIS HI]OS

: ARMANDO ANGELY ANGELICA :
POR SER MIS DIAMANTES QUEME . .
IMPULSAN PARA ALCANZAR EL EXITO. -

A MIS HERMANOS:

-ANAMAR[AY MARCO.
TEREY, FELIPE.

EMILIO Y NORMA
LETY . 7

RICARDO.

ERIKA;"

CON MUCHO CARIRO.



A MIS SEGUNDOS PADRES

PEDRO CHAVEZ CRUZ
ANGELA TREJO BENITEZ- © .
. POR SU GRAN APOYO Y ACEFTAC!ON
,GRAC!AS‘ ;

A MISCUNADOS.
“JUANISY ARTURO. *. -
= PEDRO, AT
ESTHER.

EDUARDO.

- FAUSTINO.

: A st AMIGOS

DAVID, JOSE LUIS, ARACELI, MOISES,
 FERMIN, JESUS, ALEJANDRO Y CARMINA
POR SER DE LAS PERSONAS QUE HAN .-
(COMPARTIDO MOMENTOS IMPORTANTES
DEMIVIDA. =

il



AGRADECIMIENTOS

GRACIAS SENOR POR PERMITIRME ESTAR EN ESTE
CAMINO, CON TU AYUDA SEGUIRE ADELANTE EN
BUSCA DE MIS SUEROS, PORQUE ME HAS ENSENADO
QUE LOS SUENOS SE HACEN REALIDAD!.

A Ml ASESORA:
* CRISTINA ESCALANTE OCHOA
POR HABER PENSADO EN MIPARA TRABAJAR ; .
* ASU LADO, POR TENER MUCHA PACIENCIA'Y RECIB!RME
% CON UNASONRISA, A PESAR DE LOS MALOS RATOS, "
POR SER UNA GRAN AMIGA ;GRACIAS CRIS! . ‘

A MIGRAN AMIGO Y MAESTRO

ALEJANDRO DE LA PENA MOCT EZUMA

POR PERFECCION AR MIS TRAZOS CON EL ASA,
POR FORMARME COMO BACTERIOLOGO Y-
PORQUE ME CONSIDERO SU D[SC!PULO

POR TENER CONFIANZA EN ME;: .0 et

EN VERDAD GRACIAS POR ENSENARME v

A PENSAR EN GRANDE Sty

ATODA M FAMILIA DEL DEPARTAMENTO -
- DE MICROBIOLOGIA E INMUNOLOGIA QUE -
 SIEMPRE ME HA DO Y HA CREIDO

A JUANITO DEL DEPAR? TAMENTO DE UCCION ANIMAL o
AVES DE LA EM.V.Z. POR SU VALIOSA COLABORACION - ¢
EN LA REALIZACION DE ESTE TRABAJO DE INVESTIGACION. -




AGRADEZCO A LA DOCTORA GRACIELATAPIA PEREZ
POR SU PARTICIPACION EN ESTE TRABAJO MEDIANTE EL
ASESORAMIENTO DEL ANALISIS ESTADISTICO.

A LA DIRECCION GENERAL DE ASUNTOS DEL PERSONAL ACADEMICO

: POR EL’APOYO FINANCIERO OTORGADO ATRAVESDESU "+
. PPOGRAMA PAPID IN-301592 DE LA U.N.AM, CON ELCUAL I

E REALIZO ESTA lNVESTIGACION P

GRACIAS A ESTA UNIVERSIDAD QUE ME HA FORMADO COMO

GRAC!AS A ESTA FACULTAD QUE ME HA'FORMADO COMO MEDICO S
VETERINARIO ZOOTECNIST. i

GRACIAS A M| DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGKA E INMUNOLOGiA B
Ml SEGUNDA CASA, DONDE ME ESTOY FORMANDO COMO
s L VF_‘STKGADOR ’ |

Asf mismo agradezco mediante un reconocimiento par labor a todos
aquellos hombres y mujeres que alguna vez formaron parte de este:
Departamento de Microbiologfa e inmunologfa . .
y consu trabajo y profesionalismo han puesto en alto: - s
el nombre de este Departamento, = S
La historia se sigue escribiendo, porque hay qulencs G
se interesan en descubrir mas secretos del mundo de las bacterias.

Por sicmpre en la lucha contra las bacterias.
E. Armando Rodrigucz Reyes:

v



CONTENIDO
SR Pigina

RESUMEN,

INTRODUCCION....i.:

OBJETIVO. i

MATERIAL Y METODOS a3

83

RESULTADOS...

'DISCUSION

40

LITERATURA CITADA

"TABLAS. ..o’

GRAFICAS .. st s



RESUMEN

RODRIGUEZ REYES ERNESTO ARMANDO Comp ] de br blastos de raton L~929 y:

culuvo pnmano de ﬁbroblastos de pollo en tres medlos de culuvo para e desarrollo de C p.\'ilkm ’

copas ¢ de abono y de afewlm entérica en ovmos (bauo la amo a de

fijados con va i ion se realizo la teemca de :

(IF1) para determinar ¢l nimero de incfusiones cxtoplasmaucas en 300 celulas vrsuahzada EI med

F12 en comparacion con los otros dos medms favoreao el dmarrollo de la c.q»a A22 en ambns" o
monoestratos celulares (FR y FP), En e caso de la cepa’ T23, el medio F12-K favorec:o su .
desarrollo en los (FR) y el medio F12 hvorecié sus desarrollo en los (FP). La cepa A22 se desarrollé

adecuadamente en ambos tipos eelulaké,'no'aii:odtréﬁdose diferencia significativa (P < 0.05) en

cuanto a su uso, Sin embargo la cepa T23 ‘n'mstré un desarrollo, estadisti ignificativo (P >

0.05) en los ﬂbroblastos de raton | 29 m cémparacién con el desarrolio mostrado en el cultivo

primario de f bmblastos de 0 dé lﬁélusloncs en los (FR), fue mayor para la cepa T23.

Se concluyo que los (FR rep n una mejor opcum en comparacion al uso de los (FP) para el

desarrollo de C pslllncl ccpas de abono y de afeccmn cntcnca en ovinoes.



1- INTRODUCCION

Baker J. A, en 1942 describio por primera vez en lnglatcrra la mfecclon clnmxdml

en ammales (7) Postenormeme, Stamp el al, en 1950 Idenuﬁcnron a Ch[amydm pmmcl s

como la causn del abono cnzoouco ovmo en Escocm (49), y mns tnrde el problema ﬁle S

‘ reconocldo en paises como Estados Umdos Norw y Sur de Africay Grecm (14 46 51 )
' es esté conformndo Gnicamente por la familia Cltlamydmceae, )

fa cunl conuene al género Chlamydia con tres ‘, p C. trach is, C.

preumonii y C. P i (20). Reci ha sido prop una cuarta especie dentro

de este género, C. pecorum (5,17).

1.1 Caracteristicas Generales.

Las clamidias son mi i lacionados con las bacterias Gram negativas

en lo que se refiere a su pared, son consideradas microacrofilicas, no posecu capsula, no son

dviles, no prod p y carecen de algunos i para la producciin de

energia metabolica, lo cual las obliga a un parasitismo intracelular, en donde la célula
proporciona los intermediarios ricos en energia (Cuadro 1), Se multiplican en el citoplasma

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

Rined 1

morfologica y distintas, el cuerpo el I (CE), cuya funcion es infecia;7 i

células susceptibles y el cuerpo reticular (CR), cuya funcion es la multip

bacteriana " ¢
intracelular por fision binaria (9,47,58). El cuerpo elemental (CE) es una eﬁnu_:turn
condensada, de 200 a 300 nm de diametro, que tiene la capacidad de permanecer viable

fuera de la célula hasta 3 meses. El cuerpo reticular (CR) es una estructura de S00 a 1000



nm de didmetro, que tienc la capacidad de multiplicarse \'micameplé dentro fdc'la _cé!ulg. xﬁ

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

1l Lioad

Debido a su parasitismo i gado, las

originalmente virus. Sin embargo, difieren de éstos en muchos aspectos (Cua'dro 3).

1.2 Ciclo de desarvollo

Se reconocen cinco fases del ciclo de desarrollo del género Chlamydia:

1c inicial e inter 6n del CE en Ia célula susceptible.

2) Transf ion det CE, boli inerte, en un CR , metabdlicamente activo
aproximad 2 horas después de la infeccion de la céluta.

3) Crecimi y replicacién del CR d nponentes de 1a célula (ATP, aminoacidos,

vitaminas). Esto ocurre de 10 a 20 horas después de la infeccion,

" 4) Reorganizacién de los CE a partir de los CR . No se los
este nuevo cambio.

5) Cuando la célula ya no resiste la infeccion, se presenta la lisis de la misma cbh la

fiberacién de CE (infecciosos) y CR (no infecciosos). Los primeros infectarén -

nuevas células P y los

gundos seran destruidos (37,38)

1.3 Interaccion inicial célula-clamidia.

Prahahl,
F

el mayor obstaculo encontrado por el CE infectante es la repulsion

electrostdtica causada por cargas clectronegativas presentes en Ja superficie de la célula. La

1 Larnidl

de las

se cubre con cargas negativas a un pH fisioldgico, esta
propiedad es significativa en vista del papel reportado de los policationes en la infectividad

in vitro. Con base en experimentos realizados in vitro con dextran DEAE, se piensa que



CUADRO 1, CARACTERISTICAS DEL GENERO Chlamydia

* Tienen un hiébitat intracelular obligado.

* En su ciclo de desarrollo se diferencian 2 particulas distintas, Is forma infecciosa
cuerpo elemental (CE) y Ia forma reproductiva cuerpo reticular (CR),

° Se relacionan con las bacterias Gram negativas pero no presentan peptidoglicano
en su pared.

° Presentan un antigeno de género especifico (Lipopolisacarido).

¢ Utitizan et ATP de la céluls huésped para la sintesis de proteina clamidial.

° Tienen un genoma pequefo (660 KDa),

Maodificado por Moulder, J. W. :ASM News S0, 353, 1984. Con autorizacion en Barron, A.
L.: Microbiology of Chlamydia CRC. press, Inc, florida 1988. .

CUADRQO 2, DIFERENCIAS ENTRE CUERPOS ELEMENTALES Y
CUERPOS RETICULARES.

Propiedad Cuerpo Elemental { Cuerpo Reticular
Infectividad st | NO
Replicacién NO St
Inhibicién de la fusitn fagosoma-lisosoma St NO
Téxicidad para Ratén St NO
‘Toxicidad pars macrofagos St NO
Transporte de ATP NO s
Sintesis de Proteinas NO SI

Modificado por Moutder, J.W. ASM News, 50,353, 1984 Con autorizacién en Barron, A
L.: Microhiology of Chlamydia CRC, press Inc, Florida 1988, .



CUADRO 3, DIFERENCIAS ENTRE LAS CLAMIDIAS Y LOS VIRUS,

Caracteristica Clnmn'dinsj _Vl".L
Poseeen ambos tipos de dcidos nucleicos. ADN y ARN SI NO
Se multiplican por fisién binaria SI NOV
Presentan una pared celular resisténte a ln accién de la lisozima. SI NO
Poseen ribosomas SI NO oo
Poseen alg; i tival béli St Nd : -
Su crecimiento se inhibe por Ia accién de algunos antimicrobianos S1 NO :
(tetraciclinas y eritromicina) -

Tomado de Barron, L. A.: Microbiology of Chlamydia , CRC. press, Inc. Florida lf)Bﬁ. L



1

algin upo de cationes p nctuar neutralizando la superficie anionica de Ia bacteria,
permmendo asn, el contacto inicial entre la célula y el cuerpo elemental (fase mfcctante), con

Ia subsecuente mtemallzncmn de éste ultimo (4,30).

1.4 Destino intracelular de la clamidia internalizada.

Tres posibles d se han postulado para clamidia una vez que ésta ha sido -
internalizada, de do a dios realizados in vitro en los cultivos celulnres”yllinuy .
prababl pueda der cn los tejidos de animales vivos.

4 1.e

ta.- Es el resultado de los procesos proplos del

1) Infeccién productiva o

ciclo de desarrollo del microorganismo, en donde un CE da origen a un CR ol cual es capaz' ;

de multiplicarse para luego volver a formar un cuerpo elemental, tnl como se ha descnlo
previamente en el ciclo de desarrollo,

2) Infeccién no productiva o cubierta.- En este caso una forma pobremente definida det

CE persiste en el citop! celular d varios ciclos de divisién celular, con ausencia

PR 3.

de inclusiones visibles. /n vitro la i

pucde p se en resy a
factores ambicntales que tienen que ser estudiados.
Ambas infecciones necesitan que la degradacion fagolisosomal se inhiba para que

puedan presentarse.

3) Degradacion dentro del timi fagoli L.- General ocurre do et

a3 B

CE es fagocitado por ofag pecializados. Sin embargo, en ciertos casos el

microorganismo induce la inhibicion de la unién fagolisosomal, permitiendo su escape dela

lisis. Todos los cuerpos el ales de las clamidias pueden ser interalizados por los

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



Asi ‘mismo, no cabe duda que el CE es cficientemente endocitado por macrofagos no
especializados y una vez intemalizado éstc previene la fision fagolisosomal (41). La
habilidad para inducir la internalizacion y prevenir dicha fision es mediada directamente por

la accion de antigenos superficiales. Algunos investigadores han p que un grupo de

proteinas principales de la b del CE son las responsables de estas

(13).

La variabilidad de los resultades obtenidos in vifro esta influenciada por el tipo de célula, el

biotipo de c ylas dici de infeccion (15,37,43).
1.5 Estructura y composicién.

La pared de las clamidias es muy similar a la de las bacterias Gram negativas, sin
embargo no posee dcido N-acetil murimico; tienc un contenido relativamente alto en
lipidos y posee proteinas fijadoras de penicilina. La lisozima no tiene efecto sobre las

Tamidd

paredes celulares de Pr un g circular de  PM 660 kDa, que es

Y

relativ peq parado con ¢l de los demas procariontes (29,39).

1.5.1 Antigenos clamidiales,

El género Chlamydia posee un antigeno comnin de grupo caracteristico,

constituido por un lipopolisacirido termoestable que se ra iado con la

¢

extema de Ia pared celular. Posce asi mismo antigenos especificos de especie y antigenos

especificos de serovariedad ; éstos son proteinas de la membrana externa. Los antigenos

especificos son partidos por un ni limitado de clamidias, pero un microorganismo

dado puede contencr varios antigenos especificos (42).



1.5.2 Determinantes de virul

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

investigaciones realizadas, se ha postulado la posible participacién de af de las

" 150m] lamidial

sigui debido su participacion durante las diferentes etapas del

proceso de infeccion celular.

Protefna Principal de la Membrana Externa (MOMP).- Esta es la proteina mas abundante del

cuempo al, ya que corr de al 60% del total de las proteinas. Su papel no se ha

id

esclarecido, pero en estudios realizados in vitro se ha comprobado que la neutralizacion

mediada por IgG anti-MOMP no afecta de ningiin modo la interaccién inicial ni la

1amiid:

P ion de las a las células, pero si disminuye la actividad patogena ‘del’

¢ 4

és de la inter La heter icidad antigénica de esta proteina ha' .

sido estudiada utilizando anticuerpos monoclonales, y se ha determinado en eé;:écies_ yooi

bespecies de clamidias la pr ia de de epitopes, los cuales pueden estar de algﬁhﬁ,
forma relacionados durante la etapa inicial del proceso de infeccién. (12,13, 4l) :
Proteinas Ricas en Cisteina.- Solo se cncuentran en la membrana extcma del cuerpo

elemental. La proteina principal de este grupo tiene un peso de.,60 ;KD,V es gltnmente

génica y s¢ idera un epitope especie especifico. Se ianldé;m:ep Ié‘,estabilidad

de la pared mediante una serie de enlaces disulfuro y s piensa qué'd gun médo ticnen que

ver con la virulencia del mi ismo (4)

Adhesinas.- Se ha identificado un tipo de polipéptidos presetite ¢ uerpos elementales

que se unen a la superficic de las células eucarié!icas.'EIib:loqueo de la unién c infectividad




tiadh

por P

microorganismo (23).

célula. Este lipopolisacarido clamidial ha sido identificado como la molécula responsablelde“ )

la hemoaglutinacién de los CE. Sin embargo, la riiniral@zg, ada d “epitope’.

nivel molecular del génera Chlamydia (41).

Plasmidos.- Todas las cepas patdg de clamidia p

. o ik

s€

de los pla

lmente a la mhad'y\a al gsn,mql'Aldé dcgén:ollo,

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

1.6 Desarvollo y metabolismo,

El desarrollo de clamidias dentro de 2 célulni infect -dep c ment ‘dé lo,s

1 PYREYTY

nutrientes recibidos por la misma célula, sin go las parecer 'tcner“un

wetabolismo endégeno similar al de algunas bacterias . Poseen enzimas de las rutas del ciclo

benAl )

de Krebs, ciclo de las p y g

is, pero p de las y

para la red de ATP (compuesto de alta energia), por lo que requicren intermediarios ricos en

eherg:’a provenientes de la célula huésped para desempefiar sus actividades biosintéticas (9).

Las clamidias son capaces de sintetizar poli idos, proteinas y dcidos nucleicos (18).

1.6.1 Metaholismo de Carbohidratos.



Moulder en 1965 d & 3 enzimas de la via de Ias pent fosfato, la gt 6-

fosfato deshidrop; , 6-fosfogl to deshid y Ia fosfogh isomerasa, pero

£,

y la piruvatoquinasa) (36).

para detect. i (1-6 difosfofr

Un aspecto importante a iderar es que las clamidias no pueden utilizar la glucosa

1 1, habid

sola, dnicamente pueden utilizar fa gl 6P para sinteti g atos y

lipidos.

La NADH citocromo reductasa se ha detectado en Chlamydia psittaci, sin embargo

no se han d do ni fl fnas ni ci
Vi las de glucog son mediadas por una glicog i de clamidias, la
cual utiliza ADP-glucosa como y direc de Ia célula huésped (56).

1.6.2 lismo de Proteinas.

Las clamidias tienen la capacidad de utilizar las reservas de aminodcidos del huésped

para la sintesis de sus proteinas y también tienen la capacidad de sintetizar algunos
aminodcidos cuando la célula no disp de los aminodcidos requeridos. Moulder d ola
diaminopimelato descarboxilasa 1a cual se utiliza para la biosintesis de lisina y con

base en diferentes trabajos reslizados con C. psittaci, determind que también tiene la

pacidad de sintelizar histidina (35),
Estudios realizados han determinado que ¢! crecimi de clamidias en culti
celulares puede ser regulado por fa racion de icidos en cl medio. Tal s el caso

de la carencia de cisteina que retarda la reorganizacion del cuerpo reticular (CR) bacia
cuerpo elemental (CE) en el scrotipo “ E “de C. trachomatis. Asi mismo, cepas de C.

psittaci per i en las células al incubarse en medios defici de




isoleucina, y con mini idades de isoleucina se reactiv . Lo mismo sucedid cuando

sc'adicioné‘ciclohekamidn, ya que ésta estimula la incorporacion de isoleucina derivada de la

proteina dg‘lhulé'sped a las proteinas clamidiales (2,9).

de ‘realizar diversos experi en el lab io se observd que C.

psillaci cs\'c;qiséi‘kdei 'c‘r‘e;cer en medios libres de arginina, mientras que cepas de C.

trachomatis wo pudieron crecer. Estudios complementarios d H n que C. psil

ina dentro de la fraccién de arginina de la proteina de la célula

incorpora glutamato 'y

r lo ‘que finalmente se deduce que son capaces de la biosintesis de

. s s ey

para cepas de

o de los requerimi de

aborto y de afeccion enterica en ovinos fue posible determinar cuales son los aminoacidos

v;')a‘n;”:el ) de cada cepa, de tal fonna que para las cepas de aborto,

Fanitalani:

dichos aminodcidos son: arginina, histidina, leucina, lisina, metioni ina,

triptofano tirosina y valina, Para las cepas de afeccion enterica dichos aminoacidos son;

arginina, histidina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina y treonina (28).

1.6.3 Sintesis de Lipidos,

Chiamydia psittaci es capaz de sintetizar lipidos complejos. Compucstos como el :

piruvato, gl aspartato e isoleucina pued serutilizadospifa lakbio‘siliiesi‘s délipidos

(18).



1.7 Enfermedades.

C. trach js es iderada el agente mas comin de enfermedad i
transmitidas en el hombre (5,22).
Cp recient ha sido reconocida cotno una causa importante de

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

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

P diferentes de aves, artrépodos, moluscos, ranas y de otros

aproximad 130

como: rumi Juil gatos, animales de laboratorio, tejones y koalas entre

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

encefalomielitis bovina, enteritis, poliartritis, q Juntivitis, ia, aborto en

ovinos y enfermedad itales. Ademas, el hombre puede adquirir la enfermedad si tiene

un contacto continto con animales enfermos o portadores asintomaticos por lo que se

considera una zoonosis (3,4,7,8,14,29,33,40,44,48). La infeccion en h da por

%)

Chiamydia psitraci fae primer en 1879 por un médico suizo, quien

describié un cuzdro no comin de neumonia en pacientes que tuvieron un contacto estrecho
y continuo con aves tropicales. La infeccion cobré interés mundial en 1929 y 1930 cuando

una epidemia de i iond mas de 750 casos en diferentes paises, incluyendo fos

Estados Unidos. En 1956, se reportaron en Estados Unidos un total de 856 casos, sin
embargo el niamero de casos reportados en 1984 fue de 172, lo que indica que en cste pais
el problema ha declinado notablemente (29).

El tipo de enfermedad y la severidad de los signos clinfcdé en las diferentes especies
animales dependen de la cepa de este microorganismo. En mamiferos, se asocia con

neumonias, enteritis, encefalomielitis, aborto, infecciones urogenitales, poliartritis,



“poliserositis, mastitis, hepatitis y conjumtivitis (52). En aves produce pericarditis,
acrosaculitis, - neumonia, adenitis nasal lateral, peritonitis, hepatitis y ecsplenomegalia

(22).Tam;) en aves como en mamiferos, la severidad de la enfermedad puede variar desde

infecciones clinicamente inaparentes hasta infecci istémicas severas y g fizadas que
cursan con fiebre, ia, letargia y ocasional e shock y muerte.
Por otro lado, estudios realizados con ovinos infectados experi | sugieren

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

éstos s¢ i primidos (25).
Actualmente se han identificado 8 biotipos y 9 i ipos de C. psittaci que
afectan a las difcrentes especi imal i do diferentes manifestaciones clinicas.

P

a ovinos per alos biotipos ! y 2 {cuadro 4).

Las cepas que

1.7.1 Aborto enzoético ovina. -

El aborto { : Les ’




CUADRO 4. BIOTIPOS DE C. psittaci DE MAMIFEROS INCLUYENDO UNA
SEROTIPIFICACION HECHA POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Cepa de Chl dii Biotipo Serotipo | Huésped Condicion Clinica

EBA - 89 -795 ! 1 Bovino Aborto

EBA -Lx-578 | ! Bovino Aborto

Lw-508 1 1 Bovino Enteritis

SV -139 1 1 Bovino Vesiculitis seminal

B-577 1 1 Ovino Aborto

Fitz - 6S 1 1 Ovino Aborto

Sinovial equina ND ! Equino Sinovitis

Neumonia equina ND 1 Equi Ni i

Neumonia bovina Lt ND | Bovi N

Aborto en cabras ND [ Cabra Aborto

Lw-613 2 25 Bovino Poliartritis

Lw-623 2 20 Bovino Encefalomielitis, atritis
esporidica

Lw-679 2. Ovino Poliartritis

Fc - Stra 2’ Ovino | Conjuntivitis y poliartritis

66-P-130 3 Bovino Normal (heces)

Jp-1-781 ND Ovino Normal (heces)

L-7 S 4 Suino Poliartritis

PR -86 TNDY : Suino Infeccién generalizada

17108 4 . Suino Aborto

1708 ND 26 Suino Neumonia

Neumonia bovina L-14 ND: 6. Bovino Neumonia

545 5 5 Suino Normal (heces)

2.10 ND - 75 Bovino ? Neumonia ?

Neumonitis felina 7 7 Gatos Vacuna viva

GP-IC 8 8 Ratones Conjuntivitis.

Tomado de Pérez, M. J. A. y Storz, J.: Antigenic diversity of Chlamydia psittaci of
mammalian origin determinated by microimmunofluorescence._Infect, Immun, 5:905-910

1985,



(1]

Hacidad s2 tncid

corioni con

invasion del estroma de la carincula por las v

hemorragias a partir de los vasos matemos y el resultado es la formacion de h Las

lesi iniciales en la pl a invol al limbo de los placentomas cn la region hilear.

lusi citoplasnuiti se pueden observar en las células del trofoblasto (11).

Las i

Conforme la infeccién prog hay una iderable pérdida de las células del

iteli ionico. En estc hay un infiltrado de células inflamatorias, depdsitos de

P

fibrina y una arteritis purulenta a nivel del énquima p jo, el cual se ra

- itoplasmiticas estin p en ¢l epitelio end rial, y el corion

Bl d {4 L

se (] fectado (11).

Durante fas ultimas fases de la infeccién ocurre una severa necrosis del epitelio

ial y por igui el aborto (11).
Ovinos infectados experimentalmente presentan ficbre de 40 a 41 “Cpor t 2 2 ‘dins y )

en ocasiones se prolonga de 3 a 5 dias (49).

En rebaiios de ovinos infectados enzooti los ab aiio tras aiio
con una proporcién del I al $ % , mi que en aquell baiios en los cuales C. psittaci
ha sido ducida, el por ije de abortos aumenta hasta un 30 % (52).
Muchos ab ocurren d el Gltimo mes de gestacion, sin embarge otros ocurren
antes de los 100 dias de ion. En ovinos machos C. psittaci puede también infc los

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

participacion de estos

en la diseminacién de la enfermedad, por lo que es

importante estudiar este aspecto mas a fondo (1),



1.7.2 Enteritis en ovinos.

Se ha reportado que el tracto gastrointestinal parece ser el hibitat natural de C.

cefad

psittaci tanto en aves como en mamiferos, por lo que el microorganismo puede ser a
partir de heces de animales clinicamente sanos (21,28,33,48). La mucosa intestinal es el sitio
comin de las cepas de C. psittaci que producen cuadros entéricos, con manifestaciones

linicas de di incipal en animales jovenes.

¥ ¥

C. psittaci fue primeramente aislada a partir de heces de bovinos con diarrea, y la

[ SRR TR TIN | d

en esta especie se ha p en diversas partes del mundo (43,59)

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

digestivo y la al medio ambi a través de las heces, Es importante considerar que
el microorganismo puede ser aislado a partir del ab duod yeyuno, fleon, ciego y
colon (9).

Las superficies del ab e intestino delgado pucden p un asp

granular. En las serosas duodenal y cecal hay hemorragias por sufuciones, la mucosa intema
del intestino delgado suele observarse congestionada y con hemorragias petequiales. En la
mucosa interna yeyunal es aparente el edema.. La valvula ileocecal en ocasiones se muestra
congestionada y con hemorragias petequiales, la mucosa del ciego se encuentra hiperémica,
Los nédulos linfiticos mesentéricos se observan agrandados y edematosos (9).

Tanto las cepas de aborto como las cepas de afeccion entérica en ovinos sc

encucntran incluidas dentro del inmunotipo 1 debido a la rel igénica que pr

(44).



1.8 Diagnostico,

Yograr la vnsuahzacmn de la fnce dracelul “CE“ (f‘

Castaiieda y anht) o la fase intracclular “CR™ (G:emsa,

Mlchuvello)

1, 3 a, . : e

prucbas serologicas  (Fijacién  de 1p 3 : ]

radicinmunocnsayo y ELISA cutre otras).

¢} Aistamiento del microorganismo mediante el uso de diferentes medios biolégi'cosi (ctﬂti\{os

celulares, inoculacion de embriones de pollo de 7 dias de edad ¢ inoculacion de :auin‘milesrdck .

laboratorio) (9, 29).

La visualizacién microscopica del agente medi el uso de diversqs ‘métodos d

tincién es un metodo diagndstico que debe considerarse con cautets, ya i]ue‘el

d de de la calidad de los col del tiempo de decoloracion y dé'1a habilidad dgi :

o

observador.
Las pruebas serologicas tiemen la ventaja de no requerir [a presencia- de

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

iderabl menos sensibles que el cultivo celular(19).

légicas fa i fl iz ha d do ser

De las diferentes téenicas ser

eficaz en la diferenciacion de cepas de aborto y cepas de afeccién entérica en ovinos,

considerando la morfologia de las inclusiones citoplasmaticas (28,48). Las cepas de aborto



forman inclusi itoplasmati as, mnentras quc las mclusnones fommdas por Ias’,

NS

seroneutralizacién, la morfolgla de 1

yporla,

indirecta. Con esta Gltima se Iocnllzan anucuerpos en el suero, o se muestran e ldennﬁcan e

utiliza el ‘isot to - de

antigenos en tejidos, o en culnvos Tut Esta
fluoresceina (FITC); el cual se c‘onjnga con rapidez con las inmunoglobulinas sin afectéyr:s'ivn 3
reactividad y cuando se irradia con luz ultravioleta o luz azul a 145 y 290 am
respectivamente, emite una luz visible de color verde cercana a los 525 nm. La técnica de

a

fl ia indi tiene varias 1jas sobre la técnica de i

directa ya que cada molécula de anticuerpos que se une al antigeno también se unira a varias

(FPRR R}

léculas de antiglobulinas marcadas, por lo que la fl ia sera
mas brillante que en la prueba directa. De modo similar, al utilizar sueros con antiglobulinas
especificas para cada isotipo de inmunoglobulinas, también puede determinarse el isotipo de
anticuerpo especifico presente en el suero. Todas las pruebas de este tipo deben
acompaiiarse del uso de controles adecuados (57).

En un d; Tizad

por V. pay et al. en 1992, se determiné que la técnica
de inmunofluorescencia es mias especifica para la deteccién de clamidias que la tincion de

Giménez modificada. De igual forma se determiné que la linea celular BGM (buffalo green

11 ol

monkey)fue el huésped artificial mas

para el de cepas de C. psittaci de
origen aviar, scguida por el embrién de pollo, la linea celular Vero y la linea celular McCoy

(55).



Entre las técnicas diagnosticas para la infeccion clamidial, el aistamiento e

identificacién del agente etliologi ituye el diagnostico definitivo para todos tos casos

de enfennedad relacionados con C. psittaci . Tradicionalmente, ¢l aislamiento de C. psii

se intenta mediante inoculacién de embriones de pollo, animales de laboratorio y fineas

lul ! con el ial hoso y para la d ion del mi gani con

P

ayuda de la técnica de i fh ia u otros métodos de tincion (9). El embrion de

pollo se utiliza debido a que se muesira susceptible a una gran variedad de cepas de C.

psittaci, por lo que es comiinmente utilizado para la elaboracion de antigy lamidiales y
para el crecimiento de algunas cepas de dificil aislamiento. Por otro lado, el cultive celular es

iderado el método mas ible y especifico para el aislamiento e identificacion de

clamidias, y 1a susceptibilidad de éste se ha demostrado que varia en relacion a fa 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 (585).

Las lineas celulares cominmente utilizadas para el aislamiento de clamidias incluyen:

MacCoy, HeLa229, BHK-21, BGM y 1-929; ésta dltima ha sido empleada con buenos

ad Py it 1 4

de cepas de C. psi en p de aborto e

en el

infecciones subclinicas intestinales (6,29).

Es importante decidir cual es el medio mias apropiado asi como las diferentes
variables (pH, nutrientes, sales, atmosfera, temperatura) en un medio de cultivo para obtener
un adecuado crecimiento in vitro de las células. Un medio de cultivo artificial debe pl;o;/;:er

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

LTS

ios para la divisidn celular y sub para el energético. Vitaminas y

os traza con una funcion catalitica en ef medio. Asi mismo, el medio debe



estar libre de i Hxi ¢ inhibidoras y todos los nutricntes dehen estar

cuantitati justados dando un balance adecuado a todos los componentes del medio.

W

Estos nutrientes entran en la célula y son utilizados en diversas reacciones metabolicas

Jul En adicién a ésto, much di t ponentes 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-1-piperazina etano

4cido sulfonico), los que en conjunto, permiten un ajuste adecuado y estabilizacion del pH

ahilac®

del medio para fi el crecimi de las

De los dife fs de crecimi para las células, las poliaminas son
consideradas importantes precursores de la multiplicacion y crecimiento de células in vitro

(53).

Otro método para d C. psittaci es el uso de la técnica de ién en cad

F

de la polimerasa (PCR) para detectar la infeccion en ovinos y bovinos. Sin embargo, Ia

utilidad diagnéstica de este tipo de pruebas, debe ser investigada mis a fondo (24).

* THE LATEST TECHNICAL AND PRODUC'I‘ NEWS
FROM SIGMA CELL CULTURE :
VOLUMEN 9. NUMERO 2 1993,



1t - JUSTIFICACION,

Dado que ¢l embrién de pollo sustenta aparentemente el cultivo de toda cepa de C.
psittaci, que la susceptibilidad de las diferentes lineas celulares varia de acuerdo al origen de

Ia cepa de este microorganismo, y que su desarrollo en cultivos celulares puede ser regulado

por la ion de aminoacidos en el medio; resulta importante comparar la utilidad de
los fibroblastos de pollo (cultivo primario) con los fibroblastos de ratén (linea celular L-929)

en tres n{edios de cqhivo con la finalidad de selecci la binacion mas ad da que

favorezca el desarvollo”de C. psittaci y facilite posteriormente su aislamiento a panir de

muestras clinicas.

I - HIPOTESIS.

El cultivo primario de fibroblastos de embrion de pollo permitira una mayor o mis

rapida propagacién de C. psirtaci que los fibroblastos de ratén L-929,



22
IV - OBJETIVOS,

1.- Comparar la utilidad del cultivo primario de fibroblastos de pollo y fibroblastos de raton

L.-929 para cl aislamiento de Chlamydia psittaci cepas de aborto y de afeccion entérica en

ovinos.

2.- Comparar la utilidad de los medios para el cultivo celular ISCOVE'S, F12K y FI2 para

d llo de fibrobl de origen ino y aviar, infectados con C. psittaci,

el



V- MATERIAL Y METODOS.

Todo el material de cristaleria utilizado en el presente trabajo fue lavado con jabén

L

limpiador de cristaleria, enjuagado con agua de la lave 5 veces,” hervido con agua
bidestilada y posteriormente esterilizado en autoclave con el fin de eliminar cualquier
sustancia inhibidora para las células.

El material plastico utilizado para el cultivo celular (botellas de poliestireno® de 25 y

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

8.1 Tipos Celulares.
Los tipos de células utitizados en este trabajo fueron:

a) Linea celular L-929 de fibrobl de origen ino adquirida de In Vitro S.A.

b) Cultivo primario de fibroblastos de origen aviar proporcionados por ¢l Dep de

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

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

5.2 Medios de Cultivo.

El crecimiento de las clamidias in vitro dentro de la célula  depende de la.

concentracion de nutrientes que aporta el medio de cultivo a las células.

® NUNC, KAMSTRUP DENMERK. :
?BIBBY STERILIN LTD STONE STAFFS, UNITED KINGLAND,
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Para obtener éxito en el crecimi de las cclulas ( os celulares), es

importante utilizar agus deionizada o tridestilada para la elat f6n ’dc‘,\lc‘)s di »de
cultivo, los cuales deberan estandarizarse a un pH de 7.4. B
Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron:
a) Dulbecco Modificacion Iscove's (ISCOVE'S)” .
b) Mezcla Nutritiva F12 Ham Modificacion de Kaighn's (F12-K)"

¢) Mezcla Nutritiva F12 Modificacién de Coon’s F12),

] )

Los componentes de cada uno de los medios anteri se muestran en las

Tablas 1 a 4.

El medio Iscove’s i leni inodcidos, 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, asi como tejido hematopoyético, y macrofagos de origen

murino. Suplementado con sucro fetal bovino, pemite el imi de fibrobl, de
origen murino® .

La mezcla Nutritiva F12 Ham Modificacion de Kaighn's es una modificacion de Ham

12y Coon’sF12, lacual ha i do las i de aminoicidos y piruvato. Se

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

cultivo primario de células hepiticas h ‘La mezcla nutritiva F12 fue originalmente
formulada por Ham, R. G. como un medio libre de suero que permitia el crecimiento de

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

 SIGMA CHEMICAL COMNPANY ST, LOUIS MO US.A.
° THE LATEST TECHNICAL AND PRODUCT NEWS
FROM SIGMA CELL CULTURE

VOLUMEN 9 NUMERO 2 1993,



elementos traza, Ademis, se puede ulilizxr con un suplemento de suero y puede soponar el
crccumcmo de una gran vanednd de ‘cultivos celulares, tanto normales como transformados,

La modlﬁcnclon de Coon s consistc en que este medio contiene el doble de aminoicidos y

pnmvato, e mcluye nc:do ascorbico. Asi mismo, las concentraciones de sales se han

modlﬁcado ablas 2 y 4.

Los mcdms fueron reconstituidos con agua tridestilada, se les agregé bicarbonato de
sodlo segin lo recomendado por el fabricante en cada caso; se ajusto el pH a 7.4 uulmmdo

NnOH IN o HCI IN. P iormente, los dios fueron esterilizados por ﬁllpaCIon,

mediante el uso dc membranas estériles con poros de 022 u, para después ser

P

no

complementados con 12.5% de suero fetal bovino, 1% de gl ina, 1% de
iales, estreptomicina 100mg/ml, icina 100mg/ml y vancomicina 200 mg/ml. Ya
pl dos, los medios fueron idos en refrigeracion hasta su uso,

8.3 Cepas de Chlamydia psittaci.
Las cepas de C. psittaci utilizadas en este trabajo fueron: La cepa de aborto A22y la
cepa de afeccion cntérica T23, ambas de afeccion en ovinos® , Ambas fueron diluidas 1/50

en ¢l medio sucrosa fosfato glutamato (SPG) con una concentracion final para la cepa A22

de 1.6 X 107 unidades fc i de inclusion por ml (UFI/ml) y para la cepa T23 0.8 X

10’ UFl/ml . Ambas cepas ya diluidas se mantuvieron en refrigeracion por 15 hdras‘ antes de

e

la on de los atos celulares

* Donadas por et Dr. P.C., Griffiths -
Central Veterinary Laboratory '
Weibridge, Inglaterra.
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£.4 Anticuerpos utilizados. e .
En el prescnte trabajo se utilizé un suero policlonal obtenido de 'ovipbs,infectédos con C.:*

j para la d ion de inclusi itoplasmiticas” ,

P

Se utilizé un conjugado Anti-IgG de ovino marcado con FITC, SIGMA, 'parg“lav reéliuciéln .

de las pruebas de inmunofluorescencia.

5.5 Preparacion de los monoestratos.

18 binaci diferentes por cada cepa de C. psittaci-

En total se ]
1 de las sigui tres variables que fueron consideradas: linea celular, medio de
cultivo y tiempo de incubacién. Es imp id que se prepararon 5 viales por '

cada combinacion, (Tabla S)
Se prepararon 90 viales (30 viales para cada medio). Cada vial se prepard con 1 mi.

de la suspension celular a una concentracion de 1.3 x 10° células/ml para los fibroblastos de

ratén y 2.5 x 10° células/ml para los fibrob) de pollo. Posteriormente se incubaron a
37°C sin CO;.
5.5.1 Linea 929 de fibroblastos de origen murino,

El crecimiento de las células se llevo a cabo sobre botellas de plastico de 25 c’ a :
37°C utilizando los tres medios de cultivo por separado, Para cada botella se utilizaron | x
10° células/s ml de medio. Después de 48 horas una vez que el monocstrato celular tenia de

un 95 a un 100% de confluencia, las células se tri

psini de la sigui forma:

5!

* Donado por el Dr. A, Andersen
Departament of Agriculture of de United States.
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1.- Se éliminé‘él medio de las botellas.

2.~ Se enjuagd el monoestrato con 3 ml de una solucién de tripsina-verseno al 0.3%, se
elimind el exceso de ésta y se dejo incubando en agitacion de 3 a 5 min a 37°C.

3.- Separadas por completo las células, se resuspendieron en 5§ mi de medio complementado,
se homogenizaron perfectamente y se midio el volumen de la suspension celular,

4.- Para la cuenta celular, se tomaron 0.02 ml de azul tripan y se depositaron en un tubo

Eppendorf, después se agregaron 0.02 ml de la pension  celular (relacién 1:1), se

) geni perfe y dicha mezcla se deposité en el h itometro de la

de Neubauer. Realizada la cuenta, la forma en que se determiné el nimero de células totales -

se muestra en el siguiente ejemplo:
Volumen de Ia suspension celular = 5.8 ml.

Ntimero de células totales Niimero de recuadros Factor de dilucién
en los cinco recuadros de- x (cinco) ) s ‘x‘ (dos) : X
la camara de Nuebauer R H

(cien)

Capacidad volumétrica

dela cimara( 10°) = __x 10° céhulas/ml x Volumen de la . Nimero de células )
suspension ce- = totalesde 1a suspension-
tular. :

De tal forma que:



1004 § =20 x 2 =40 x 10* células/m
=4 x 10° células/m!

4x 10° cels.x 5.8 ml = 23.2 x 10° cels./5.8 ml (Nimero de células totales de la suspension).

Una vez determinado el ni total de células en la suspension, el calculo para
obtener el nimero de viales a preparar se realizé iderando la racién celular de la
pension y la io dada para un tipo de células en particular. Por

ejemplo, si la suspension celular es de 23.2 x 10° celulas en 5.8 ml. y Ia concentracion

requerida pars Ia preparacion de viales con fibroblastos de raton es de 1.3 x 10° cels/ml, se

divide la ion de la suspension celular entre la concentracion requerida de la linca
de fibrobl bteniendo asi el ni de viales que se pueden preparar,
Ejemplo:

23.2x 10® cels/S.8 ml £ 1.3 x 10° cel/ml = 17 viales con 1.3 x 10° cels/ml

En este caso, ¢s imp aforar el vol de 1a suspension celular (5.8 m!?) hasta

17 ml, de tal forma que se depasite en cada vial 1 ml con 1.3 x 10° células

5.5.2 Cultivo primario de fibroblastos de pollo de origen aviar.
Se utilizaron embriones de pollo de 7 a 9 dias, los cuales fueron macerados una vez
que sc climinaron patas, visceras y ojos. La separacion completa de las células se logré

1

mediante el uso de tripsina-verseno al 0.3%. Las células ya ser

P on en

20 m! del medio a utilizar. A partir de dicha suspension se realizé una dilucién 1/40, y esta



suspension celular se utilizo para realizar la cuenta en fa camara de Neubauer, -~ Los -

para la preparacion de los viales se rcalizaron como ya se explicé anteriormente.

Y de infeccié

w
N
¥

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

tulares formados en los cubreobj 1 una confluencia del 60 at 70% (después

J

de 15 a 18 horas de incubacién), y se les cambio e! medio shora adicionado con
polietilenglicol al 7% (1 ml de medio por vial). Posteriormente se realiz6 la infeccion de los
monoestratos con las cepas de C. psittaci ya diluidas y mantenidas en refrigeracion
(100 pl por vial)

Los monoestratos infectados fueron centrifugados a 2,200 xg durante una hora a una

de 30 °C, P ior a Ia centrifugacion se incubaron a 37 °C en una atmésfera

L

himeda con 6% de CO;.

8.7 Fijacién de los monoestratos,

Los monoestratos celulares fueron fijados a tres diferentes tiehipos, considerando

£

como punto de el tiempo p dio en el que cada cepa de C. psittaci forma

lusi itoplasmiti d (cepa A22 70.5 hrs y cepa T23 30.5 hrs) (16). Por

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 incubacio dici de esterilidad se eliminé ¢!

, bajo
medio de los monoestratos y se agregd a cada vial 1 ml de metanol absoluto, s dejo actuar

por 5 min, y después fué climinado; se extrajo todo el excedente de metanol y se dejo secar



el cubreobj verfe para luego realizar la técnica de inmunofluorescencia

4.8 Técnica de inmunofluorescencia indirecta.

Por medio de esta técnica se detectan anticuerpos especificos y los antigenos
correspondientes para dichos anticuerpos mediante el uso de antiglobulinas marcadas con
fluoresceina. Para poner de masnifiesto la reaccion fluorescente, se incuba el suero
(anticuerpos especificos contra el aatigeno que se desea identificar) con el monoestrato

celular infectado, formado sobre los cubreobjetos. Transurrido el tiempo de incubacion se

Iava el suero de los dejando sélo los anticuerpos especificos unidos al
antigeno. Esos anticuerpos se d después de incubar las preparaci con un
jugad; (-n-':,' bulk das con FITC). Después de que el conjugado se elimina
mediante un lavado y se ina la preparacién, la fl ia indica que el anticuerpo
que exist{a en el suero se unio al antig d dolap ia del mismo.
Procedimiento:
1.- Los cubreobj con los atos infectados, previ fijados con metanol,

fueron colocados en un soporte plano.
2.- A cada cubreobjetos sc le agregd 0.1 ml de suero (suero policlonal de ovinos) diluido
1/100.

3.- Las preparaci se dej incubando 15 mi a 37 °C, en una atmésfera hiimeda,




4.- Las prep i fueron lavadas 2 veces (2 minutos porllavado) con solucion

amortiguadora de fosfatos (PBS con un pH 7.4).
S.- Se agregd & cada preparacion 0.1 m! de un conjugado marcado con FITC (anti IgG de

ovino), dituido 1/1000. Antes de ser utilizado, el conjugado fué do con azul de

Evans (0.5 microlitros/m!) y centrifugado a 6,500 r.p.m. durante 5 minutos.

6.~ Las preparaciones se incubaron a 37 °C d 15 mi en una cé himed:
7.- Las preparaci fucron lavadas como se ioné anterioriormente.
8.- Las preparaci fueson das en portaobj s, utilizando 6 microlitros de

resina por cada preparacion,

P

9.~ Se utilizd un 1 negativo ( sin i ) para b Is ia de

seacciones inespecificas y saber que ls prucba esta funcionando,

$0.- Se realizo Ia lecturs en el mic pio de epifh ia con el objetivo de 40X.

Con esta téenica Ias células se observaron de color rojo, mi que las inclusi e
observaron de color verde flucrescente,
En cada preparacion, s¢ observaron 300 célules, en las cuales se detectd y

contabilizd el ni de inclusi p

Se ob el dio del nil de inclusi en las S preparaci y con estos

?

valores s¢ aplico el anilisis estadistico.



5.9 Anilisis estadistico.
Enelp bajo los datos se anali utilizando ¢l Modelo de Efectos Fijos:
yI
Donde (y') es el ni de cuerpos de inclusié formado de forma tal que:
y Ay+ T

'La varisble ni de pos de inclusién se fe i con el objeto de cumplir
con los supuestos de normalidad.

Este modelo se analizé por ¢l método de cuadrados minimos (Steel y Torrie) (50) en
el paquete SAS. (Statystical Analysis System) para PC en su modalidad PROC GLM
( General Linear Model). Después se tealizd un anilisis de separacién de medias (turkey)

pana los efectos que resultaron significativos,



VI - RESULTADOS,

a

En forma general, despues de observar repeti los

en
el micrscopio invertido, fué posible determinar que de los tres medios de cultivo utilizados,
el medio F12-K fue el que permiti6 un crecimiento més ripido de ambos tipos de cultivo
celular, el medio ISCOVE'S promovi6 un crecimiento intermedio, mientras que en el medio

F12 las células crecieron mis lentamente.
6.1 Tipos celulares infectados con Is cepa de aborto A22.
6.1.1 Fibroblastosde ratén L - 929. En los tres medios de cultivo probados el

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

nimero determinado de inclusi que fue superado por el ni de inclusi

visualizadas a las 72 horas. En los tres casos & las 96 horas, el nimero de inclusiones
citoplasmiticas observadas disminuyé. Las mejores combinaciones se muestran a
continuacion:

1.- ISCOVE’S - 5.2 inclusiones (72 horas).

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

3.- F12 -7.2 inclusiones (72 horas).

Los resultados se muestran en las Tablas 6 y 7. En el medio ISCOVE’S se observé

un promedio de 1.2 inclusi itoplasmaticas a las 48 horas, 5.2 inclusiones a tas 72 horas
y 0.4 inclusiones a las 96 horas. En el medio F12-K se observé un promedio de 1.4

P iticas a las 48 horas, 3.8 inclusiones a las 72 horas y 2.8 inclusiones a
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las 96 horas, En el medio F12 se observaron 1, 7.2 y 1.4 inclusi itoplasmiticas en

promedio a las 48, 72 y 96 horas respectivamente.

La cepa de aborto A22 formé un mayor nu de inclusi itopl, icas en las

células crecidas en el medio F12 (Grifica |, Tabla 7).

6.1.2 Fibroblastos de pollo cultivo primario. El comportamiento de la cepa de aborto en las

células de pollo fue similar al observado en las células de raton (Grafica 2). Es decir, el

de inclusi citoplasmaticas que se observé en los tres medios fue mayor a las 72
horas en comparacién al i de inclusi observado a las 48 horas. A las 96 horas el
1 de inclusi disminuyé. Las mej binaci se muestran a continuacion:

1.- ISCOVE’S - 2.4 inclusiones (72 horas).
2.- F12-K - 4 inclusiones (72 horas).

3.- F12 - 6.4 inclusiones (72 horas),

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

ISCOVE'S se observé un p dio de 1.6 inclusi itoplasmaticas 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 observé un - ‘

pr dio de 1.2 inclusi itoplasmaticas a las 48 horas, 4 inclusiones a las 72 ho‘rasy2.8’

inclusiones a las 96 horas. En el medio FI2 se observaron 3, 6.4 y 3.6 inc'lAﬁs‘i;)»nes‘

itoplasmiticas en p dio a las 48, 72 y 96 horas respectivamente.

A las 72 horas el mayor nimero de i ¥ A iL.-?fl‘oﬁ‘nxd;s,:ﬁ;e

observado en las células crecidas en el medio F12 (Grifica 2, Tabla 7).

6.2 Tipos celulares infectados con Ia cepa entérica T23,



6.2.1 Fibrbblmos de raton L - 929, El mayor ni de inclusione! i ¥ ls ;ili‘cas’ se
observé a las 24 horas, (Grifica 3) ' : ‘
1 blSCdVl;I‘S - 10.6 inclusiones (24 horas).
2.- F12 - K - 11.4 inclusiones (24 horas).
3.- F12 - 7.4 inclusiones(48 horas).

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

observé un p dio de 10.6 inclusi citoplasmaticas a las 24 horas, 5.4 inclusiones a

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

dio de 11.4 inclusi itoplasmati 4.8 inclusi a las 48 horas y 5.2

(4

4

inclusiones a las 72 horas. En ¢l medio FI12 se observaron 3, 7.4 y 64 inclusiones

lasmaticas en dio a las 24, 48, y 72 horas respectivamente (Tabla 7).

P P

El mayor ai de inclusi itoplasmaticas fue observado a las 24 horas de

incubacion en las células crecidas en el medio F12-K (Grafica 3).
6.2.2 Fibroblastos de pollo cultivo primatio. En cada uno de los tres medios el nimero
mayor de inclusiones citoplasmaticas se observo a diferentes tiempos:
1.- ISCOVE'S - 2.4 inclusiones (72 horas).
2.- FI12-K - 3.2 inclusiones (24 horas),
3.- F12 - 6.6 inclusiones (48 horas).

Las observaciones realizadas se muestran en las Tablas 7 y 8. En el medio
ISCOVE'’S se observaron 2 inclusiones citoplasmaticas a las 24 horas, 1.2 inclusiones a las
48 horas y 2.4 inclusiones a las 72 horas. En el medio FI12-K a las 24 horas se observaron

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




En ¢l medio F12 sc observaron 5.2, 6.6 y 5.2 inclusiones a las 24, 48 y 72 horas

respectivamente.
El mayor niimero de inclusiones fue observado a las 48 horas de incubacion en las
células crecidas en el medio Fi2 (Grifica 4). '
De los dos tipos celulares utilizados, los fibroblastos de pollo se afectaron’

mis por la fuerza centrifuga aplicada durante el proceso de infeccion

En los Tull infectados con las cepas A22 y T23 de C. psittaci a las

96 y 72 horas de incubacié pecti , se observo un puntilleo fluorescente fuera de

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

tiempos de incubacion.

6.3 Anilisis estadistico

6.3.1 Desarvolio de C. psittaci Cepa A22,

drad, o) 4

ta

E! procesamiento de los datos por ¢} método de minimos,

triple interaccion (Tipo Celular - Medio de Cultivo - Tiempo de incubacion), determind que

no hubo diferencia significativa (P < 0.05) en el crecimiento de la cepa A22 de C. psitraci en

N} ad.

en el

cuanto al uso de ambos tipos de cultivo celular. Los fib de ratén desar

medio FI2 a las 72 horas p on un p dio de 2.8* inclusi itoplasmati

mientras que los fibroblastos de pollo desarrollados en el medio F12 a las 72 boras

p on 2,7* inclusi itoplasmaticas (Tabla 9).

El tiempo de incubacion en el que se formd e mayor nimero de inclusiones

citoplasmaticas fue de 72 horas.
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Considerando tnicamente la doble interaccion (Tipo Celular - Medio de Cultivo), la
cepa A22 mostré un mejor desarrollo en los fibroblastos de pollo (cultivo primario) en

comparacion con el desarrollo mostrado en los fibroblastos de ratén L-929 (Tabla 10).

6.3.2 Desarrollo de C. psittaci Cepa T23.
El procesamiento de los datos por el método de cuadrados minimos determiné que si
existe diferencia significativa (P > 0.05) en cuanto al uso de ambos tipos de cultivo celular,

ya que en los fibroblastos de raton se formé un mayor nimero de inclusiones citoplasmaticas

en comparacion al ni de inclusi formadas en las células de pollo. Los fibroblastos
de raton en los medios F12-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 ¢
ISCOVE'S presentaron 2.01° y 1.7" inclusiones citoplasmaticas a las 24 horas (Tabla 11).

El tiempo en el que se formé el mayor mimero de inclusiones citoplasmiticas fue de
"24 horas.

Considerando unicamente la doble interaccion (Tipo celular - Medio de Cultivo), la
cepa T23 mostro unt mejor desarrollo en los fibroblastos de ratén L-929 en comparacion con

¢l desarrollo mostrado en los fibroblastos de pollo (cultivo primario) (Tabla 12).

* Medias minimocuadriticas de 1a variable nimero de cuerpos de inclusion (NCI) transformadas y' =¥+ T*
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VII - DISCUSION.

La cepa de aborto A22 se desarrolld adecusdamente en ambos tipes celulares y ¢l

! de isclusi itoplasmaticas formado fue muy similar en ambos casos, no

encontrindose diferencin significativa (P < 0.05) en cuanto a su uso. De lo antesior se

deduce que tanto los fibrobl de origen ino como los de origen aviar, favorecen de

igual forma el desarrollo de las cepas de aborto de C. psittaci.

La cepa T23 mostrd un mejor desarolio estadisticamente significativo (P > 0.05) en

los fibroblastos de satén L-929 en comparacion con el d do en los

Yad

fibroblastos de pollo (cultivo primario). Investigaci realizadas han p Ia
presencia de receptores especificos para clamidias a nivel de la membrana de las células

epitclistes (23), por lo que podria pensarse que en el caso de los fibroblastos de pollo quizis

el o de p p cn la b para la cepa T23 especificamente es

menor que aquellos pr en los fibrobl de origen murino, por lo que Ia adhesion y

el consecuente desarrollo de Ia bacteris difiere en smbos hospederos.

Pasa Ia cepa A22, el tiempo en el que se encontrd un mayor nimero de inclusiones

citoplasmiticas fue a las 72 hrs, lo cual se relaciona dir con ¢l tiempo cn el que la
cepa A22 forma inclusi itoplasmiticas maduras (70.5 hss.) (14). Esto debe

id do se & el aistami de C. psittaci a pantir de muestras clinicas con
un diagndsti ivo de aborto enzdotico avino.

¥

Para ta copa T23 el tiempo en el que se detectd el mayor simero de inclusiones fue a
las 24 horas de fijacion, to cual se relaciona directamente con el tiempo en ¢l que la cepa

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




consideracion siempre que se intente el aislamiento de cepas entéricas de C. psitiaci a panir‘
de muestras de clinicas de heces e intestino de ovinos.

Sin embargo, a las 96 horas se observo una disminucién en ¢l nimero de inclusiones
citoplasmiticas de la cepa A22 y a las 72 horas de Ia cepa T23. Aunado a ésto, s¢ observo la

ia de ! I lulares (estructuras esféricas fluorescentcs de color

¥

P

verde). Es notorio ¢l hecho de que la confluencia celular a cstos tiempos es muy alta, lo cual
da lugar a la formacion de acamulos celulares y ésto impide una visualizacion adecuada de

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

FRpS

posibitidad de que las células en un momento dado ya no resi la y se p

la lisis con la liberacion tanto de CE, CR y formas intermedias, lo cual daria como resuttado

una disminucién de inclusi itoplasmiti isibles y un en el ni de
formas extracelulares.

Experimentos in vitro han deter do que el crecimi de C. psittaci dentro de
las células estd determinado por la acion de aminoicidos en cl medio (1,7).Este

hecho es importante al considerar que el medio F12-K fite de los 3 medios utilizados el que
promovi6 un crecimiento mas rapido de ambos tipos de fibroblastos (de ratén y de pollo),

infectados y no infectados. Esta mezcla se modificd en relacion a la mezcla nutritiva F12

Ham's, por lo que se i las i de aminoicidos, hos de los
cuales son importantes para el desarrollo de ambas cepas de C. psittaci (28), contiene
piruvato el cual es un importante precursor de energia de alto poder para la célula, la cual es

utilizada por las clamidias, asi como también conticne putresina, precursor de poliaminas

mismas quc tienen una intima relacién con la multiplicacion y crecimi lulares, ya que

son factores de crecimicnto para células cultivadas in vitro y se considera que intervienen en



la estabilizacion de células i organel beelulares y t (53). Asi mismo, se

modificaron las idades de sales

Conforme el tiempo de incubacio Tid en los cultivos celulares que utilizaron

este medio, fue mas aparente la formacion de acumulos celulares con inclusiones no

(AN 1,

sea facil

contabilizables para ambas cepas, por lo que es muy § que esta

asimilable y utilizada por Ja célula biesped, al haber sido disefiado para el crecimi de
cétalas diferenciadas de rata y pollo® , lo cual podria resolverse al reducir la concentracion

de células dusante la preparacion de los viales. Este medio, por otra parte puede ser de gran

utilidad para iniciar el cultivo a partir de células congeladas que cn h i tardan
en crecer.

El medio ISCOVE’S es un medio rico en nutrientes, con una adecuada combinacion

de aminoicidos, vitamings, g} y sales fes. Los infectados tuvieron
it crecimi decuado y la visualizacion de las inclusi itoplasmaticas resulté sencilla.
Al analizar su composicién se puede d inar que este medio es el mis enriquecido de los

tres; sin embargo, no fue el que mas favorecié el desarrollo de ambas cepas de C. psitraci,

4

pero si p 0 un de ambos tipos celulares. A diferencia de los
otros dos medios éste medio contiene, nitrato de potasio y selenito de sodio y carece de
putresina, ac. linoleico, timidina, y diversas sales minerales y tiene menor concentraciéon de

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

Este medijo es una buena eleccion para iniciar cultivos de monocapa, recuperacion de

células geladas , propagacion de células y es de utilidad para el aislamiento del

f 1413,

en cultivos

* SIGMA CHEMICAL COMPANY ST. LOUIS MO US.A,
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El medio F12 c¢s una mezcla nutritiva con i ada raci de
aminoicidos, muchos de los cuales son importantes para el desarrollo de cepas de aborto y
de afeccion entérica en ovinos (28), contiene piruvato y una mezcla de vitaminas y sales

minerales. Este medio promovié un crecimiento mis lento de ambos tipos celulares en

comparacion con los otros 2 medios; lo cual fi e la visualizacion de células individuales

y por consiguiente la identificacion de las inclusi ftoplasmiti risticas se
realiza con mayor facilidad. Asi, este medio es una bucna altemativa para la preparacion de
los monoestratos celulares utilizados para el aislamiento de C.psirtaci a partir de muestras

ot

y para la propagacién de cepas de laboratorio,

En ¢l caso de la cepa A22, ¢l medio FI2 fue el medio que mas favorecio su
desarrollo en ambos monoestratos celulares. Es posible que 1a asimilacion de esta mezcla
nutritiva por parte de 1a célula sea lenta y por lo tanto el crecimiento de la célula es también
lento, Sin embargo, aparentcmente su utilizacion por parte de lasa clamidias dentro de la
célulad es adecuada y por lo tanto su desarrollo se ve favorecido.

Para la cepa T23, el medio Fi2-K fue el que mas favorecio su desarrollo en los
fibroblastos de ratén y el medio F12 fue el medio que mas favorecié su desarrollo en los
fibroblastos de pollo. Es posible que los nutrientes de Ia mezcla nutritiva F12-K sean

asimilados por las células de origen murino mas rapida y eficientemente que las de origen

P

aviar por lo que el crecimi de las mi es mas rapido. Asi mismo, la
utilizacién por parte de las células de los diversos nutrientes que lo componen, de algun
modo pucden favorecer el desarrollo de las clamidias dentro de Ia célula,

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

uno de los factores que regulan el crecimiento celular es la composicion del medio de cultivo
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(2.9), es posible determinar que la concentracion de células para la preparacion de los
monoestratos esta dada en funcidn de éste.
Considerando vinicamente In interaccion monoestrato celular medio de cultivo, los

resultados del anilisis estadistico indican que los fibroblastos de raton L-929 en el medio

F12-K son la mejor opcion para el aislami de C. psittaci. Sin embargo, es importante

considerar que ¢l medio F12-K promueve un desarrollo muy ripido de las células originando

la formacién de acimulos celulares, lo cual dificulta la visualizacion de las inclusi

I iticas. El disminuir la racion de células al prep. los -ato!

celulares éste medio ofrece mejores resultados® .

En el caso de los fibroblastos de pollo (cultive primario), los resultados de la doble
intersccion indican que el medio de cultivo que promovié un mejor desarrollo de C. psittaci
fué el medio F12.

De los dos tipos celulares, los fibroblastos de raton L-929 han sido utilizados por
difereuntes investigadores para el cultivo de las clamidias, por lo que el manejo de esta linea y
las caracteristicas de su crecimiento son bien conocidas (29). El cultivo primario de

fibroblastos de pollo, por otro lado, no ha sido utilizado para este fin por lo gue los rangos

y minj de células para iniciar el cultivo celular no se conocen con precision, por
lo que asp 8 les en el 3jo de este tipo celular para el aislamiento de C. psittaci
tienen que ser mds estudiados.

La linea L-929 en relacion a los fibroblastos de pollo tiene Ia ventaja de ser una linea

establecida, por lo que el mantenimiento del cultivo y su manejo es ficil. Ademis las células

* Ana Maria Rojas Martinez. Dato no publicado,
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se pueden conservar ladas a -196°C por periodos prolongados de tiempo, siendo

sencilla su recuperacion.

E! cultivo primario de fibroblastos de embrion de pollo, por otra parte, tienc la

ntaja de ser b omico en refacion a una linea celular establecida, su preparacién

1 idad de divisio

es sencilla, y la propagacién del cultivo se facilita debido a Ia
mitotica de este tipo de células embrionarias. Sin embargo, la propagacion es limitada ya que
o soportan cn promedio mis de 3 a 5 pases y terminan muriendo; no sobreviven a la

congelacion, Aunado a ésto, cs io el uso de embri de pollo SPF, asi como de

personal con experiencia para la preparacion de cultivos primarios y s importante mantener
estrictas medidas de esterilidad al trabajar, ya que el riesgo de contsminacion es alto.

Se ha postulado que la variabilidad de los resultados obtenidos en los dif;nnles
experimentos realizados con C. psitraci, se debe a las distintas condiciones de trabajo en el
laboratorio (3). Es importante sedalar que las condiciones de trabajo bajo las cuales se

realizd el experimento s¢ encontraban perft blecidas para el uso de los

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

It Es io seguir trabaj con los fibroblastos de pollo, para lograr
conocer con precision su ritmo de crecimiento, los rangos miximos y minimos pars poder
iniciar un cultivo celular de monocapa, asi como la fuerza de centrifugacion y el tiempo
minimo requerido durante el proceso de infeccion, de tal forma que no cause daiios en a3
células y altere los resultados. De esta forma podremos determinar verdaderamente si el
cultivo de fiboblastos de raton ofrece ventajas sobre el cultivo primario de fibroblastos de

pollo para el aislamiento de C. psitraci.
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De do a los resultados obtenidos en el presente trabajo los fibroblastos de ratén

representan una mejor opcion para el aislamicnto de cepas de aborto y de afeccion entérica
en ovinos en comparacion al uso del cultivo primario de fibroblastos de polio.
Por otro lado, a pesar de que ambas cepas de C. psitraci se sometieron a un mismo

procesamiento, fué muy notoria la diferencia en cuanto al namero de inclusiones

pl icas fo fas en los fibrobl de ratén, observindose un mayor ng de
Tusi en los tos infectados con la cepa T23. Estudios realizados han
determinado, que la sensibilidad de las dife lineas celul en relacion al aistamiento

de cepas de C. psittaci que afectan a aves varia ampliamente(51). Existe la posibilidad,

entonces, de que este hecho, se fund: en la pr ia de un mayor nimero de

receptores especificos pars la cepa entérica T23 en los fibrobl, de origen ino en

con el

de recep especificos para la cepa de aborto A22. En

-

contraparte, no existe una diferencia notoria en el numero de inchusi itop

B

formadas por ambas cepas de C. psittaci en los fib

de origen aviar, por lo que es
posible que la presencia de receptores especificos en la membrana celular para cada cepa no

muestre diferencias en cuanto a su nimero y distribucion. Por el , estos Had

Py

que los fibrobl, de origen murino ofrecen una mayor utilidad para el diagnostico

Yot .1

de laboratorio cuando se procesen

para el de cepas de C.
psittaci de afeccion entérica en ovinos. Es necesario un seguimiento para poder determimar
si se puede 0 no aprovechar la diferencia observada entre A22 y T23 en fibroblastos de
origen turino.

A la fecha no existen reportes comparativos en cuanto al uso de diversas lineas

celulares para el aislamiento de cepas que afectan a ovinos. A partir del presentc trabajo,
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1

toma una gran relevancia el seguir investig el P I de las cepas de C.

psittaci en los difereutes tipos celulares con la finalidad de facilitar el sislamiento del

Ry

microorganismo a partir de ovinos y p

otras especies animales en México.
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TABLAS



TABLA 1. CONTENIDO DE DIVERSOS COMPONENTES

DE LOS MEDIOS UTILIZADOS.
COMPONENTE ISCOVE'S F12-K F12
_(mg/) (gD (mgl)_|
Hipoxantina weunecane 4.083 4.04
Glucosa 4.505 1260.2 1802,
Rojo de Fenol 16 3.318 1.25
Acido linoleico wmememacs J—— 0.090
Putresine HCl | covcenee 0322 0.161
Acido pirdvico Na 110, 20
| DL-6,8 Acido Thiotico | «-een-ue-
Timidioa | cccmeeeee
HEPES 5958.




| ]

TABLA 2. CONTENIDO DE AMINOACIDOS DE

1LOS MEDIOS UTILIZADOS.
COMPONENTE | ISCOVE'S F12-K F12
(mg/) mgh) |
L-Alanina 25 42,140 18
L. Arginina HO1 84 17.818 422
L-Asparagina 284 30,02 30
L-Ac. Alpl'rﬁco 30 26,62 26
L-Cisteing 91.24 70,24 70.26
L-Ac. Glutamico 75 2942
L-Glutamina 584 292
Glicina 30
L-Histidina 42
L~Isoleucina. 105
L-Leucina 105
L-Lisina 146
L-Metionina 30
L-Fenilalanina 66
L-Prolina 40
L-Serins 42
L-Treonina 95
L-Triptofano 16
L-Tirosina 103.79
L-Valina 94




TABLA 3, CONTENIDO DE VITAMINAS DE LOS

MEDIOS UTILIZADOS
COMPONENTE ISCOVE'S F12-K | F12 (mg/)
(mg) (mg/)
Biotina 0.013 0.073 0.007
Calina 4 13.96 139
Acido Félico 4 1.324 , 132
Inositol 7 '
Niacinamida 4
Acido pantoténico 4
Piridoxsl 4
Riboflavina 04
‘Tiamina 4
Vitamins B-12 0.013

Acido Ascérbico




TABLA 4. CONTENIDO DE SALES MINERALES DE LOS

MEDIOS UTILIZADOS.
COMPONENTE ISCOVE'S FI12-K Fr2
_(mg/Y) (mg/) (gmgh |
Cloruro de Calcio 219 . 135.24 165
Sulfato de Magnesio 97.67 192.64 25.28
Cloruro de Potasio 330 w20 | 3es |
Nitrato de Potasio 0.076 i
Cloruro de Sodio. 4405
Fosfato de Sodio Monobdsico 109
Selenito de Sodio 0.017
Piruvato de Sodio 110
Sulfato Cuprico U
Sulfato Ferroso QRO
Cloruro de Magnesi
Fasfato de Potasio Monobadsi
Fosfato de Sodio Dibdsico | -~ ----’ i
Sulfatode Zine |  -em-ene--
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TABLA 8. Combinaci realizad, iderando cultivo celular-medio de cultivo-
tiempo de incubacién para el desarrollo de cuerpos de inclusion de Chlamydia psittaci
cepas de aborto A22 y entérica T23.

PERIODO DE INCUBACION (hrs)
FIBROBLASTOS DE RATON FIBROBLASTOS DE POLLO
MEDIO DE (L929) (CULTIVO PRIMARIO)
CuLTivo
A2 T23 A22 T2
48 24 48 24
ISCOVE'S 72 48 72 48
96 n 96 72
48 24 48 24
F12K 72 48 2 48
96 72 9% 72
48 24 48 24
F12 72 48 2 43
96 72 96 72

Ne. Réplicas/Combinaclin =5




TABLA 6. RESULTADOS DE 1A OBSERVACION MICROSCOPICA DE AMBOS
INFECTADOS CON
REALIZAR LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

TIPOS CELULARES,

Me T.
dio de
Fij.

43
Hrs

ISC 72
Hrs

96
Ijks

.48
Hrs

‘FI12°72
-K * Hrs

96 -

Hio

48
His

FI2 72
Hrs

96
Hrs

Fibroblastos de Raton
Repeticion
(No. de inclusiones en 100 células
visualizadas).
1 2 3 4 5
2 6 o0 2 2
4 5 8 7 2
11 0.0 0
2 v 20
3.6 1 4 .5
4. 5 .2 12
2.2 0 1 0
i1 6 5 H 3
3 1 2 0

ISC = ISCOVE’S
x = Promedio de inclusiones,

X

5.2

8

2877

7.2

Me
dio

1sC

F12°
K

4
Hrs

F12

LA CEPA A2 DESPUES

T.
de
Fij.

48
Hrs

72
Hrs

96

“Hrs’

48
Hrs =

72
“Hrs '

(96

Hrs

72

Hrs

9
Hrs

Fibroblastos de Pollo
Repeticion
(No. de inclusiones en 300 células
visualizadas),
1 2 3 4 5
2 2 3 1 0
ki 2 4 ! 2
2 0 0 3 2
1 2 1 2 0
43 5 35
4203 3 2
s 313 3
6 77178
-3 3 4

PE

X

28

64

3.6-



Issmiticas de Chlamydia psittaci cepas de

TABLA Y. Py de inct intracitop

aborto A22 y entérica T23 o diferentes tiempos de incubacidn.

CEPA A22 CEPA T23

MEDIO DE m Fp FR P
CULTIVO

48hs  72bs  96hs | 4Bhs T2hs 96hs §| 24hs  d8hs  7T2hs] 24hs 48hs  T2hs
1scove's § 2.2 §5.2 Jo.e 16} 2.4 Ja.e 106 5.4 J2.2f 23 | 2.202.¢
r12K 1.4 §3.8 J2.8 §2.2) 4 fi.e Jl1r.ef e fs.2lz2) 2.6 2
r2 1 7.2 J1.4 | 3 }6.4 P3.6 3 7.4 }e.afs.2t 6.6]5.2

FR = Fibroblastos de ratén
FR » Pibroblastos de pollo

No. Réplicas/Combinacién =

No. Células coatabilizadas = 300

s

ESTA eSS me mmf
SR D€ 14 sy,




TABLA 8. RESULTADOS DE LA OBSERVACION MICROSCOPICA DE AMBOS
TIPOS CELULARES, INFECTADOS CON 1A CEPA T23 DESPUES DE
REALIZAR LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Fibroblastos de Ratén Fibroblastos de Pollo
Me T Repeticidnes Me T Repeticiones
dio de  (No.de inclusiones en 300 cétulas dio de  (No.de inclusiones en 300 células
Fij.  visualizadas). X Fij.  visuslizadas).
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
24 11 10 9 12 11 106 24 3 2 2 12 2
Hrs Hrs

ISC 48 11 6 6 7 4 54 ISC 48 1 2 ] 1 1 1.2
Hrs Hrs

71 2 -1 1 1
Hrs : :
24 14518 146

FI2 48 i5 6% s s 3
K Hrs [N

72610 6. 4 .0

Hrs
243 5 2 3 2 3 4. 6-7 4. 2 71 s2
Hrs S .. Hrs ;

FI2 48 .8 6 10 7 6 74 F2.48 7 7.7 "6 6. 66
His ’ Hrs
727 8 S5 S 6 64 722 8 6.3 3 6 .52°
Hrs Hrs : ’

ISC = ISCOVE'S
X = Promedio de inclusiones.



TABLA 9. MEJORES COMBINACIONES OBTENIDAS PARA EL
DESARROLLO DE C. Psirtaci CEPA A22 POR EL METODO DE CUADRADOS
MINIMOS DE ACUERDO A LA TRIPLE INTERACCION (Tipo celular - Medio de
Cultivo - Tiempo de incubacion).

CEPA A22

Tipo de fibro- | Medio de cultivo | Tiempo de | Medias minimo Error estandar
blastos. Incubacién {cuadraticas

(hrs) transformadas.
Ratén F12 72 2.8046 0.1638
Pollo F12 72 27161 0.1638
Pollo Fi2.K 72 2.2270 0.1638
Ratén F12K R PYPY ~oaess
Pollo FI2 los 2.7114'16»[,, v d.i&sg L
Pollo FI2 .‘ : 7 6.‘11163'8'_‘; ol
Pollo FI2ZK ' 0;1;378: N
Pollo IsC k 0.}{6:38
Pollo IsC 0.]658
Ratén F12.K 0.1638
Ratén FI2 {15120 0.1638
Pollo ISC l’;4928 0.1638
Pollo FI2.K 48 1.4585 0.1638
Ratén Fi2 a8 1.3756 0.1638
Las medias minimocudriticss de la variable pos de inclusion se

transformadas (y'=¥ +y)



Tabia 10, MEJORES COMBINACIONES OBTENIDAS PARA
EL DESARROLLO DE C Psirtaci CEPA A22 POR EL
METODO DE CUADRADROS MINIMOS, CONSIDERANDO

LA DOBLE INTERACCION.(Tipo celular-Medio de cultivo)

CEPA A2
Tipe Celular | Medio deCultivo |M. M.C. L. T.(*) |Error Est.
Pollo F12 2.2768 0.0945
Ratén F12 1.8974 0.0945
Pollo F12-K 1.8751 0.0945
Ratén F12.K 1.8677 0.0945
Ratén ISC 1.6847 0.0945
Pollo ISC 1.6304 0.0954

( *) Las mediss minimocuadraticas de In varisble cuerpos de

£

se

das (yt =7 y)



TABLA 11. MEJORES COMBINACIONES OBTENIDAS PARA EL
DESARROLLO DE C psittaci CEPA T23 POR EL METODO DE CUADRADOS
MINIMOS DE ACUERDO A LA TRIPLE INTERACCION (Tipo celular - Medio de
Cultivo - Tiempo de Incubacién).

CEPAT2)
Tipo de fibro- | Medio de cultivo | Tiempos de| Medias minimo- | Ervor estandar
bisstos incu- cuadriticas

bacion (hrs) transformadas

Ratén F12-K 24 3.7501 0.1653
Ratén ISC 24 3.4025 -
Ratén F12 48 2.8873
Pollo F12 48 "|2.7553
Ratén F12 T2 2.7]{] S
Ratén 1sc 8 25184
Pallo F12 o 2;,45;1
Pollo F12 7 12,48
Ratén FI2K 48
Ratén FI2K o
Pollo FI2-K 2457
Ratén F12 |24
Pollo FI2K s .
Pollo isC 72 1 .:8592 0. 1653
Pollo ISC 24 l.7226 0.1653
Las di driti de la variable cuerpos de inclusién se encuentran

transformada (y' =4 +y')



Tabla 12. MEJORES COMBINACIONES OBTENIDAS PARA
EL DESARROLLO DE C. psittaci CEPA T23 POR EL METODO
DE CUADRADOS MINIMOSCONSIDERANDO LA DOBLE

INTERACCION (Tipo celular-Medio de cultivo).

CEPA T23
Tipo Celulsr |Medio de Cultivo | M.M.C.LT (*) | Ervor Est.
Ratén F12-K 2.8392 0.0945
Pollo FI2-K 1.8691 0.0945
Pollo F12 2.5559 0.0945
Ratén F12 2.5270 0.094S
Ratén ISC 2.4662 0.0945
Pollo 1SC 1.6763 0.0945

(*) Las medias minimocuadraticas de la variable cuerpos de inclusion
se encuentran transformadas (yt =¥y +1')
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' GRAFICA1 :
PROMEDIOS* DE INCLUSIONES CITOPLASMATICAS OBTENIDOS DE LAS
OBSERVACIONES REALIZADAS CON LA TECNICA DE (IFT) PARA LA CEPA A 22 DE
C. psittaci EN FIBROBLASTOS DE RATON.

Inclusiones
10
Medios de
8 Cultivo
+ISCOVE'S
6 +F12-K
«+F12
4
- y
0 L
0 48 ™ 9%

Tiempos de fijacidn (hrs.)

(*) Promedios de inclusiones en 300 céiulas visuglizadas.



GRAFICA 2
PROMEDIOS* DE INCLUSIONES CTTOPLASMATICAS OBTENIDOS DE LAS

OBSERVACIONES REALIZADAS CON LA TECNICA DE (IF) PARA LA CEPA A22DE

C. psittaci EN FIBROBLASTOS DE POLLO.

10 ,mc'us ones Medios de
Q Cuttivo
8! <ISCOVE'S o
§ _ +F12K !
6! =F12 !
;
.
2
2
; ;
i
0 —_— -
0 48 72 9%

Tiempos de fijacién (hrs.)

(*) Promedicde inclusiones en 300 élulas visualizadas.



GRAFICA3

PROMEDIOS* DE INCLUSIONES CITOPLASMATICAS OBTENIDOS DE LAS
OBSERVACIONES REALIZADAS CON LA TECNICA DE (IFT) PARA LA CEPA T23DE

C. psistaci EN FIBROBLASTOS DE RATON.

Inclusiones
12

10

O P R

0 2 48
Tiempos de fijacion (hrs.)

(") Promedio de inclusiones en 300 células visualizadas.

Medios de

cultivo
i+ISCOVE'S |
+F12K




GRAFICA 4
PROMEDIOS* DE INCLUSIONES CITOPLASMATICAS OBTENIDOS DE LAS
OBSERVACIONES REALIZADAS CON LA TECNICA DE (IFD PARA LA CEPA T23 DE
C. psittaci EN FIBROBLASTOS DE POLLO.

, Inclusiones L
8 Medios de
Cultivo
+F12.-K
4 *+F12
2
O ——
0 24 48 72 96

Tiempos de fijacidn (hrs.)

(*) Promedios de inclusiones en 300 células visuzlizadas.
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