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INTRODUCCIÓN

La etiopatogenia infecciosa de la arteriosclerosis fue propuesta
inicialmente por Osler en 1908 pero, al no poderse aislar ningún
patógeno responsable, fue rápidamente desestimada [1]. En la
década de los setenta se asoció a la arteriosclerosis el virus del
herpes simple y citomegalovirus [2,3], y más recientemente a
Helicobacter pilori [4]. No fue hasta 1988 cuando Saikku et al [5]
publicaron el primer estudio seroepidemiológico, en el que se
describen valores elevados de anticuerpos circulantes frente a
Chlamydia pneumoniae –bacteria intracelular productora de in-
fecciones respiratorias– en enfermos con arteriosclerosis coro-
naria. Estos hallazgos fueron corroborados por Grayston, descubri-
dor de la bacteria en 1991, et al [6] y por el propio Saikku et al [7],
en 1992, mediante un estudio posterior más amplio. Otros trabajos
posteriores demostraron, incluso, la presencia de inmunocomplejos
circulantes frente a C. pneumoniae en enfermos con cardiopatía
isquemia [8]. En 1992 se hace público el primer trabajo en el que se
detecta C. pneumoniae en tejido vascular arteriosclerótico [9],
mediante inmunocitoquímica. En otros estudios este microorganis-
mo ha sido detectado también por microscopia electrónica, reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) e incluso cultivo de biop-
sias de pared arterioscleróticas de aorta, coronarias, femorales y
carótidas [10].

Desde esa fecha, diversos trabajos han sugerido que la infec-
ción crónica por C. pneumoniae puede contribuir en la patogenia de

la arteriosclerosis [11,12], desde distintas aproximaciones etiopa-
togénicas.

En este sentido, hemos planteado un estudio de casos y con-
troles para evaluar la presencia de C. pneumoniae en la arterios-
clerosis carotídea extracerebral. Fueron incluidos 26 pacientes,
como casos, con estenosis carotídea hemodinamicamente signifi-
cativa, y se compararon con 50 sujetos, controles, sin evidencia
clínica alguna de arteriosclerosis. Se efectuaron determinaciones
en suero de anticuerpos específicos frente a C. pneumoniae, y se
obtuvieron biopsias arteriales para la detección de ADN de la
bacteria mediante PCR. Se estudió la relación entre la clínica
arteriosclerótica, la seroprevalencia de los anticuerpos y la pre-
sencia de ADN de C. pneumoniae en las biopsias obtenidas.

PACIENTES Y MÉTODOS

Se realizó un estudio prospectivo, observable, analítico, de casos y controles
entre septiembre de 1998 y abril de 1999, en el Hospital Clínico Universi-
tario San Cecilio de Granada, sobre pacientes atendidos por el Servicio de
Angiología y Cirugía Vascular. Existió cegamiento en cuanto al procesa-
miento e interpretación de todas las determinaciones de laboratorio (serolo-
gía, lípidos, fibrinógeno y determinación de ADN de C. pneumoniae).

Pacientes

Fueron incluidos como casos 26 pacientes consecutivos con estenosis caro-
tídea, subsidiaria de tratamiento quirúrgico. La indicación de esta cirugía se
estableció según dos tipos de criterios distintos: 21 pacientes con estenosis
mayor del 70% y sintomatología de ACV o AIT previos, criterios NASCET
[13]; y 5 con estenosis graves asintomáticas, con criterios ACAS [14].

El grupo control se constituyó con 50 sujetos con insuficiencia venosa
crónica superficial, que precisaron cirugía de resección de varices. Fueron
seleccionados en función de su edad (mayores de 55 años) y con la misma
distribución respecto del sexo del grupo de casos. En todos se comprobó la
ausencia de arteriosclerosis conocida (coronaria, cerebrovascular o perifé-
rica) mediante examen clínico, ECG basal y ecoDoppler carotídeo.

Los individuos de ambos grupos fueron informados de la posibilidad de
incluirse en el estudio, y todos los que aceptaron (26 de 32 en el grupo de
casos y 50 de 57 en el grupo de controles) firmaron un documento de con-
sentimiento para su participación.

ORIGINAL

Chlamydia pneumoniae y enfermedad cerebrovascular

J. LinaresPalomino a, J. Gutiérrez b, C. LópezEspada a, E. Ros a, J. Moreno a,

T. Pérez c, M. Rodríguez b, M.ª C. Maroto b

CHLAMYDIA PNEUMONIAE AND CEREBROVASCULAR DISEASE

Summary. Introduction. Chlamydia pneumoniae has relationship with artherosclerosis of carotid artery by seroepidemiological
studies and by demonstration of the bacteria in ateromata. We made a casecontrol study to know the seroprevalence of chronic
infection of C. pneumoniae and the presence of the bacteria in arterial biopsies. Patients and methods. The cases group was
constituted by 26 patients undergoing carotid surgery. In the control group there were 50 patients without atherosclerosis and
who underwent removal of their varicose veins. There were matched for sex, age and smoking. We obtained serum samples to
determinate IgG antibodies against MOMP by MIF and ELISA. In the cases group, we got the arterial biopsies from carotid
artery, and from pudendal arteries in control group. We determinated chlamydial DNA on the biopsies by heminested PCR
(primers: HL1, HM1, HR1). We measured fibrinogen in both groups. Results. By MIF technique, the seroprevalence was
(IgG>1:32) 69,23% cases versus 24% controls (OR: 7.12. CI: 2.4720.48). The ELISA showed 76.92% of seropositivity in cases
versus 16% in controls (OR: 17.5, CI: 95%:5.3557.23). The DNA of C. pneumoniae was found in 18 cases and 6 controls,
(p< 0.0001, χ2). We did not find any relationship between fibrinogen levels and groups. Conclusion. We think that there is a
relationship between chronic infection with C. pneumoniae and carotid atherosclerosis. [REV NEUROL 2001; 32:] [http://
www.revneurol.com/3203/k03pág.pdf]
Key words. Antibody. Atherosclerosis. Carotid stenosis. Casecontrol studies. Chlamydia pneumoniae. Polymerase chain reaction.
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Se excluyeron de ambos grupos a los pacientes alérgicos a betalactámicos,
dado que en estos casos la profilaxis antibiótica preoperatoria se hace con
eritromicina.

Determinaciones clínicas

Se consideraron los siguientes paramentos clínicos y analíticos: edad, sexo,
exposición al tabaquismo, obesidad (superior al 30% del peso teórico), ten-
sión arterial sistólica, colesterol total, triglicéridos y fibrinógeno. Se consi-
deró como expuestos al tabaco a los fumadores en activo y a los exfumadores
que hubieren fumado más de 10 años a lo largo de su vida.

Determinaciones serológicas

Se investigó la IgG frente a MOMP (proteína principal de membrana externa,
específica de especie), mediante dos técnicas analíticas: inmunofluorescen-
cia indirecta (IFI) (MRL, EE.UU.), y ELISA (Laboratorios Vircell, Grana-
da). Se consideró serología positiva cuando los valores fueron mayores a 1:32
en la IFI, o superiores de 1,1 para la ELISA (cociente entre absorbencia de
muestra y valor positivo límite).

Determinación del ADN de C. pneumoniae en biopsias

Las muestras histológicas se obtuvieron en el grupo de enfermos de las placas
de ateroma, obtenidas en el curso de la cirugía de tromboendarterectomía
carotídea. En el grupo control se recogió un trozo de 1 cm de la arteria pudenda
durante la cirugía de varices. Las biopsias fueron inmediatamente lavadas con
suero fisiológico y se incluyeron en el medio de transporte y conservación
estéril SPG (buffer de ácido glutámico, sacarosa y fosfato). Se refrigeraron
entre 4 ºC y 10 ºC durante un período de 12 a 16 horas, para después man-
tenerlas a 70 ºC hasta su posterior procesamiento mediante heminested PCR.

La técnica que se siguió fue una modificación de la inicialmente descrita por
Capmbell [15]. Las muestras se homogeneizaron y de ellas se extrajo el ADN
por digestión enzimática con proteinasa K. La primera PCR se realizó con los
primers HL1: GTTGTTCATGAAGGCCTACT; y HR1: TGCATAACC-
TACGGTGTGTT, usando un termociclador PerkinElmer 9600, y produjo un
fragmento de 437 pares de bases. Sobre este producto se realizó un segunda
PCR, utilizando de nuevo el primer HR1 y el HM1: GTGTCATTCGCCA-
AGGTTAA. El resultado de esta segunda amplificación produjo un fragmento
mas corto de solo 229 pares de bases. Todos los primers utilizados fueron del
gen codificador de la MOMP. La lectura se hizo mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2%. Como control interno de amplificación y de extracción del
ADN se utilizó el gen de la betaactina.

Análisis estadístico

El tratamiento estadístico se llevo a cabo mediante el programa SPSS (SPSS
Inc. Versión 8.0. 1997) La regresión logística exacta se efectuó con el pro-

grama LogXact (Civel Software Corporation. Versión 2.1. 1996). La com-
paración de las variables continuas se llevó a cabo mediante la T de Student
o la U de MammWhitney, cuando no se aseguró la normalidad. Las varia-
bles discretas se analizaron mediante la prueba estadística de la ji al cuadrado
o el test de Fischer, cuando alguno de los valores esperados fue inferior a 5.
Con objeto de ajustar un modelo multivariante explicativo de la presencia de
C. pneumoniae se usó la regresión logística exacta, y al modelo ajustado se
le aplicó el test de HernerLenestov.

RESULTADOS

Se obtuvieron muestras aptas para ser procesadas en los 76 pacientes que
participaron en el estudio; no hubo ninguna pérdida ni destrucción acciden-
tal de material. Las características basales de los pacientes quedan reflejadas
en la tabla I. En ambos grupos, la edad, el sexo y el hábito tabáquico tuvieron
una distribución sin diferencias estadísticamente significativas. Respecto al
factor de edad, hay que especificar que el grupo de los casos fue 5 años mayor
que el grupo control; sin embargo, en ambos grupos la media de edad fue
superior a los 60 años.

Hubo diferencias en cuanto a otras covariables estudiadas en este trabajo.
La diabetes fue mucho más frecuente en el grupo de casos que en los contro-
les. La presencia de hipercolesterolemia, considerada como aquella mayor
de 220 mg/100 ml, fue significativamente mayor en el grupo de patología
cerebrovascular. Similar comportamiento tuvieron las variables de: hipertri-
gliceridemia, considerada como aquella mayor de 150 mg/100 ml; hiperten-
sión, que la consideramos cuando la sistólica era mayor de 151 mmHg. Los
niveles de fibrinógeno y la obesidad no mostraron diferencias estadística-
mente significativas entre ambos grupos.

Seroprevalencia

El punto de corte, para considerar seroprevalencia positiva, mediante la técni-
ca de ELISA, frente a MOMP, se estableció en 1,1. Con relación a la IgG la
seroprevalencia fue del 76,92% en los casos frente al 16% de los controles. Esta
diferencia fue estadísticamente significativa (p< 0,0001; χ2). Supuso una odds
ratio de 17,5 (intervalo de confianza al 95% de 5,3557,23) (Tabla II). Se ha
considerado la serología positiva para la técnica de IFI cuando los anticuerpos
IgG, frente a MOMP, estaban presentes a diluciones iguales o superiores a
1:32. La distribución de los resultados supuso una seroprevalencia del 69,23%
en el grupo de enfermedad cerebrovascular frente al 24% del grupo control.
Esta diferencia es estadísticamente significativa (p< 0,0001; χ2), y supuso una
odds ratio de 7,125 con un intervalo de confianza al 95% de 2,4720,48.

ADN de C. pneumoniae

En nuestro estudio se encontró ADN de C. pneumoniae, mediante PCR, en
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Figura. Presencia de ADN de C. pneumoniae detectada mediante hemi-
nested PCR en placas de ateroma carotídeo (casos) y arterias pudenda
externa (controles).

Resultados PCR para ADN de C. pneumoniae

Tabla I. Características basales de los sujetos estudiados.

Características Casos Controles p

Edad media 65,38 ± 7,0 60,12 ± 3,49 <0,0001 a

Mayores de 60 años 76,9% 56% 0,073 b

Sexo varón 73,1% 80% 0,492 b

Exposición tabaco 73,1% 60% 0,258 b

Diabetes mellitus 30,8% 4% 0,002 c

HTA sistólica >150 mmHg 42,3% 8% <0,0001 b

Hipercolesterolemia > de 250 34,6% 4% 0,001 c

Hipertrigliceridemia >150 34,6% 8% 0,008 c

Fibrinógeno 362,42 ±97,99 355,0 ±79,11 0,11 a

Obesidad 30,8% 28,2% 0,801 b

a Test de la t de Student; b test de la χ2; c test exacto de Fischer.
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18 placas de ateroma carotídeo (69,23%) y en seis arterias pudendas externas
del grupo control (12%). Esta diferencia fue estadísticamente significativa
(p< 0,0001; χ2) (Figura).

DISCUSIÓN

Este trabajo fue diseñado como un estudio de casos y controles
para evaluar el papel de la infección crónica por C. pneumoniae
en la enfermedad cerebrovascular (EC). Nuestros hallazgos apo-
yan el papel de la infección crónica por C. pneumoniae en la
patogenia de la EC extracraneal, sobre la base de que hemos en-
contrado síntesis de anticuerpos en los pacientes, significativa-
mente superior a la población control, y se ha podido detectar
ADN del patógeno de muestras de ateromas carotídeos.

La comparabilidad de los grupos de sujetos fue difícil de con-
seguir, a causa de la dificultad para encontrar adultos mayores de
60 años a los que se les pudiera extraer parte de una arteria (la
pudenda externa en nuestro caso), durante un procedimiento qui-
rúrgico, sin que esto supusiera un gesto extraordinario.

Se seleccionó a los participantes del grupo control una vez
concluido el grupo de casos, para de este modo controlar dos fac-
tores de riesgo capitales en la arteriosclerosis, como fue la edad y
el sexo. Los pacientes con EC fueron 5 años mayores, como media,
que los controles, siendo esta diferencia estadísticamente significa-
tiva. Creemos que desde el punto de vista clínico esta diferencia no
fue importante por dos motivos: la media de edad fue superior a los
60 años en ambos grupos (65,38 años en los casos y 60,12 años en
los controles), y la proporción de mayores de 60 años, en ambos
grupos, no muestra diferencia estadística (Tabla I).

Con objeto de ajustar un modelo multivariante explicativo de
la presencia o no de C. pneumoniae, y dado el tamaño de la mues-
tra, hubo que usar la regresión logística exacta. Aplicando el pro-
grama se verificó la bondad del modelo ajustado mediante el test
de HosmerLemeshow, que no fue significativo (p= 0,204; χ2 con
ocho grados de libertad). Además, se llevó a cabo estudio de out-
liers y datos de peso sin identificación de alguno de ellos. El único
factor que se identificó claramente significativo y muy fuerte fue
el efecto de pertenecer al grupo de casos o de controles con una
odds ratio de 26,82 (IC al 95% de 6,9 a 104,4). Este valor tan alto
de la estimación puntual de la razón de ventajas podría explicarse
suponiendo que estamos en presencia de sobrestimación debido al
tamaño de la muestra y a la fuerte relación entre los factores de
riesgo. El tabaquismo es otro factor que está fuertemente implica-
do con la patología arteriosclerótica, y en principio este parámetro
no se consideró para el ajuste. Pero al efectuar el análisis descu-
brimos que la exposición al tabaquismo tenía una distribución
similar en ambos grupos (Tabla I), evitando un importante sesgo
que ya otros autores han referido [16]. Dado que C. pneumoniae
es un patógeno respiratorio, se ha comprobado su frecuente aso-
ciación al tabaquismo; por tanto, cuando se realicen estudios epi-

demiológicos hay que controlar el tabaquis-
mo como posible variable de confusión. El
factor de la obesidad encontramos que está
más representado en el grupo control; sin
duda, por el tipo de sujetos seleccionados,
pacientes de insuficiencia venosa crónica
superficial, para los que la obesidad es uno
de sus principales factores de riesgo.

Extraer un segmento de arteria puden-
da externa durante la cirugía convencional

de varices es un gesto mínimo, ya que normalmente esta arteria se
puede ligar si se precisa; lo novedoso ha sido extraer un segmento
de 1 cm para su análisis. No hubo ninguna complicación en el
postoperatorio de los pacientes intervenidos de varices (grupo
control) atribuible a la extracción de una biopsia de arteria puden-
da externa.

Hemos realizado la determinación de anticuerpos IgG
antiMOMP y hemos demostrado una alta seroprevalencia en el
grupo de enfermos frente al control. Para la IFI se estableció un
punto de corte en 1:32, lo suficientemente alto como para evitar
errores de especificidad. La técnica de ELISA obvía este proble-
ma, consiguiendo valores de seroprevalencia superiores en el
grupo de EC e inferiores en el grupo control. Las odds ratio
calculadas son las más elevadas de las referidas en la literatura;
sólo un trabajo [17] presenta unas cifras aproximadas (7,4) y fue
para IgG con umbral de seropositividad en 1:64, para un estudio
de casos controles sobre cardiopatía isquémica. No se han repor-
tado en ningún trabajo OR superiores a 10, usando la técnica de
ELISA. En la literatura los anticuerpos frente a C. pneumoniae
han sido ensayados mediante ELISA en solo 4 trabajos [18-21];
es una técnica aun poco extendida, para determinar anticuerpos
frente a C. pneumoniae. Hay publicados en la literatura interna-
cional 4 trabajos seroepidemiológicos de casos controles en los
que se ha encontrado asociación entre la seroprevalencia frente
a C. pneumoniae y EC [22-25]: refieren unas razones de riesgo
entre 2 y 4,4. Fagerberg [26] realizó un estudio en 1999 de segui-
miento para mostrar si la modificación de títulos serológicos
eran un factor de riesgo para ACV. Incluyó a 152 varones con
HTA y otro factor de riesgo cardiovascular y se siguieron duran-
te 3,5 años. Los niveles de IgG e IgA se elevaron en el 55% de
los casos que sufrieron ACV. Estos resultados hacían que el
aumento en los títulos supusiera un riesgo relativo de 8,58 (IC al
95% de 1,76,98). Pero también hay dos estudios prospectivos
que refutan los anteriores hallazgos, no encontrando que los
niveles elevados de anticuerpos frente a C. pneumoniae supon-
gan factor de riesgo alguno [27,28]. Incluso dos estudios de
casos y controles anidados en el estudio ARIC divergen en sus
conclusiones. El estudio referido a EC [22] encuentra como la
seroprevalencia supone una OR de 2.00, y el estudio referido a
cardiopatía isquémica no halla tal asociación [29].

Otra parte importante en nuestro estudio fue determinar ADN
de C. pneumoniae. Hemos encontrado ADN de C. pneumoniae en
el 69%. En el grupo control la PCR ha sido positiva en el 12%.

La PCR es una técnica altamente específica y permite una alta
fiabilidad en el diagnóstico [15,30]. Nosotros hemos aplicado una
heminested, de modo que conseguimos una seguridad absoluta de
que los fragmentos de ADN que hemos encontrado corresponden
al genoma de la C. pneumoniae.

Utilizar la arteria pudenda externa como control supone un
problema añadido, porque comparamos arterias que normalmente
sufren de arteriosclerosis (carótidas) con aquellas que rara vez se

Tabla II. Resultados de las determinaciones serológicas.

Anticuerpo Antígeno Técnica Seroprevalencia Odds Ratio
seropositividad IC al 95%

Casos Controles

IgG MOMP IFI >1:32 69,23% 24% 7,12 (2,4720,48)

IgG MOMP ELISA > 1,1 76,92% 16% 17,5 (5,3557,23)
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afectan (pudenda interna). La arteriosclerosis cerebrovascular
tampoco comparte el mismo patrón etiopatogénico que la arterio-
patía de miembros inferiores, que es la que afecta a la pudenda.
Aun así, la pudenda es una arteria de tipo muscular de estructura
histológica muy similar a la carótida. Creemos en cualquier caso,
que la arteria de una persona viva es siempre mejor testigo que las
de cadáver, que se han utilizado en la mayoría de los estudios pu-
blicados [31,32]. La principal ventaja que nuestra metodología
supone es que permite realizar un estudio real de casos y controles
desde un triple punto de vista: seroepidemiológico, histológico y
clínico.

En la literatura hay referidos 11 trabajos en los que se ha in-
vestigado la presencia de C. pneumoniae en placas de ateroma
carotídeo. En cinco trabajos se ha aplicado la PCR, y sus resulta-
dos van desde el 15% al 61% [33-37] de positividad. Hay dos
trabajos, que concluyen la no asociación de C. pneumoniae con la
arteriosclerosis carotídea. En uno no se encuentran trazas de ADN
clamidia [32], y en el otro no consideran que la asociación sea
significativa por un bajo porcentaje de casos positivos, el 8% [38].

Otra técnica utilizada para la detección de C. pneumoniae en
las placas es la inmunohistoquímica; con ella se obtienen, en
general, altos porcentajes de positividad, del 100% (en sólo cinco
placas de ateroma) al 55% [34,39-42]. Sólo hay un trabajo en el
que se compara la presencia de C. pneumoniae en placas de ate-
roma carotídeo y arterias sanas, pero del mismo paciente. No se
detecta al patógeno en muestras de arteria tiroidea superior [33].
Nosotros no tenemos explicación al hecho de encontrar ADN
clamidial en seis arterias control, máxime cuando cuatro de ellos
tenían serología negativa (mediante ELISA e IFI). El hecho de
encontrar C. pneumoniae en tejido vascular no ateromatoso no es
una novedad, y ya se refiere en algunos trabajos [43,44]; además,
no se ha llegado a justificar salvo por la existencia de una conta-
minación en algún punto desde la extracción hasta la realización
de la prueba. En todo caso, estaría a favor de una mayor relación
entre infección y enfermedad.

En nuestro estudio tampoco se ha conseguido establecer rela-
ción entre la seroprevalencia, con cualquiera de las dos técnicas
y la detección del ADN clamidial. Son muy pocos los trabajos que
encuentran alguna relación y siempre con grupos muestrales
mayores al nuestro [45]. Por último, los niveles de fibrinógeno,
marcador de inflamación e infección crónica, tampoco ha obteni-
do los resultados referidos por otros investigadores [46].
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CHLAMYDIA PNEUMONIAE Y ENFERMEDAD
CEREBROVASCULAR

Resumen. Introducción. La Chlamydia pneumoniae se ha relaciona-
do con la enfermedad arteriosclerótica extracraneal, tanto por estu-
dios seroepidemiológicos como histológicos. Realizamos un estudio
de casos y controles para determinar la seroprevalencia de infección
crónica por C. pneumoniae, y la detección de la bacteria en biopsias
arteriales. Pacientes y métodos. El grupo de casos estuvo formado
por 26 pacientes con estenosis carotídea subsidiaria de tratamiento
quirúrgico. Los controles fueron 50 individuos sometidos a cirugía
de varices. Se ajustaron los grupos por edad, sexo y tabaquismo. De
ambos grupos se obtuvieron muestras serológicas, donde se deter-
minaron anticuerpos IgG frente a MOMP de C. pneumoniae por
microinmunofluorescencia y ELISA. Se obtuvo biopsia arterial en
los casos de placa de ateroma carotídeo y en los controles de la
arteria pudenda externa. Sobre las biopsias se realizó reacción en
cadena de polimerasa utilizando los primers: HL1, HM1 y HR1.
Se midió el nivel de fibrinógeno como marcador de inflamación
crónica. Resultados. La seroprevalencia de infección crónica por C.
pneumoniae por microinmunofluorescencia para IgG>1:32 fue:
69,23% en casos y 24% en controles (OR: 7,12; IC al 95%:
2,4720,48). Por ELISA la seroprevalencia fue: 76,92 en casos y
16% en controles (OR: 17,5; IC al 95%: 5,3557,23). El ADN de C.
pneumoniae se detectó en 18 casos (69,23%) y en 6 controles (12%)
(p< 0,0001, ji al cuadrado). No se pudo establecer correlación entre
los resultados serológicos e histológicos. Los niveles de fibrinógeno
no mostraron diferencias entre los grupos. Conclusión. Nuestros re-
sultados apoyan la hipótesis sobre la participación de C. pneumoniae
en la etiopatogenia de la arteriosclerosis cerebral extracraneal. [REV
NEUROL 2001; 32:] [http://www.revneurol.com/3203/k03pág.pdf]
Palabras clave. Anticuerpo. Aterosclerosis. Chlamydia pneumoniae.
Estenosis carotídea. Estudio de casos y controles. Reacción en ca-
dena de la polimerasa.
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