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INTRODUCCIÓN

Chlamydia pneumoniae es un patógeno respiratorio humano que
recientemente se ha relacionado con la génesis de procesos de
distinta naturaleza. Diversos estudios han relacionado la infec-
ción por C. pneumoniae y la arteriosclerosis (AT) sintomática.
Estos trabajos demostraron unos niveles de anticuerpos superio-
res a la población control en los enfermos con procesos isquémi-
cos [1­12]. Además, algunos autores encontraron que la IgG se
incrementaba, precediendo a la aparición de los síntomas asocia-
dos a la enfermedad o tras la realización de aterectomía [13]. No
obstante, otros estudios no encuentran tal relación [14,15]. La
forma de AT más analizada es la de localización coronaria; por
otro lado, es menos estudiada la relación con la enfermedad oclu-
siva de las arterias periféricas (EOAP).

La esclerosis múltiple (EM) continúa siendo una enferme-
dad de etiología desconocida, con una elevada morbilidad a
causa de la dificultad del tratamiento. Durante mucho tiempo
se ha estudiado la posible participación de diversos agentes
microbianos [16] como desencadenantes o coadyuvantes en la
aparición de la enfermedad, pero no se ha llegado a una conclu-

sión definitiva, aunque sí más próxima a la exclusión de los
mismos como factores importantes. Los dos últimos agentes
que se han relacionado son el virus del herpes humano tipo 6 [17]
y la C. pneumoniae [18­20].

Para analizar la relación entre C. pneumoniae y un proceso
clínico se pueden emplear diferentes metodologías. El cultivo de
la bacteria es difícil y de escasa rentabilidad. La prueba de la
reacción en cadena de la polimerasa es sensible y específica, pero
requiere experiencia y es compleja en su realización e interpreta-
ción. Por eso los estudios, al menos en su inicio, se basan en la
investigación de los anticuerpos anti­C. pneumoniae [10,21­23].

Las evaluaciones sobre C. pneumoniae y la EOAP o la EM
están en fase analítica, con aportaciones que los involucran o los
desacreditan, según los autores. Para establecer esta relación se ha
utilizado la reacción en cadena de la polimerasa como patrón oro
(gold standard), pero no se puede olvidar que un resultado posi-
tivo con esta prueba podría lograr, simplemente, la presencia de
ADN de un microorganismo que puede ser inviable o que se halla
presente de manera transitoria. Ya que la EOAP y la EM son
enfermedades con una prevalencia no desdeñable y tienen un
carácter crónico, pensamos que la investigación de los anticuer-
pos frente a un microorganismo prevalente como la C. pneumoniae
constituye una forma aproximada de conocer si ese agente parti-
cipa en la enfermedad o, al menos, lo que está ocurriendo en ese
parámetro biológico.

El objetivo de nuestro estudio fue analizar, retrospectiva-
mente, la respuesta de anticuerpos frente a los antígenos MOMP
y LPS de C. pneumoniae, empleando la prueba inmunoabsor-
bente ligada a enzima (ELISA, del inglés Enzyme Linked Immu-
noadsorbent Assay) en pacientes con EOAP y EM. La posible
existencia de diferencias positivas con la población control nos
permite reforzar o excluir la hipótesis de la relación entre la
infección por la bacteria y estos procesos no respiratorios.

Presencia de anticuerpos anti­Chlamydia pneumoniae
en procesos vasculares periféricos y neurológicos

J. Gutiérrez­Fernández a, J. Linares­Palomino b, F. Fernández­Sánchez a, M. Guerrero­Fernández c,

C. López­Espada b, E. Ros­Díez b, M. Rodríguez­Fernández a, M.ªC. Maroto­Vela a

THE PRESENCE OF ANTI­CHLAMYDIA PNEUMONIAE ANTIBODIES
IN PERIPHERAL VASCULAR AND NEUROLOGICAL DISORDERS

Summary. Objectives. To make a retrospective analysis of the synthesis of antibodies to the MOMPS and LPS antigens of
Chlamydia pneumoniae in patients with occlusive disease of the peripheral arteries (ODPA) and multiple sclerosis (MS). Patients
and methods. We studied 190 samples of plasma from patients included in the following groups: group 1: 66 samples from
66 patients with ODPA; group 2: 74 samples from 31 patients with MS (20 remittent­relapsing and 11 secondarily progres-
sive), followed over time; and group 3: 50 samples from persons acting as controls. In all cases determinations were made using
ELISA, of the IgG anti­MOMP and the IgG and IgA anti­LPS. Comparison of the continuous variables was made using the
Mann­Whitney U Test. Discrete variables were analysed using the exact bilateral Fisher Test. The Wilcoxon Test over ranges
was used to compare the evolution of antibodies in the patients with MS. Results. The percentage of positive results in groups
1 to 3 for anti­LPS IgG were: 24.6%, 18.9% and 20.8%, respectively, with no differences between patients and controls; nor
were there any differences with IgA (29%, 29.7% and 25%, respectively). However differences were seen in the anti­MOMP IgG
between patients and controls (group 1: 80.3%, group 2: 37.8% and group 3: 33.3%). In patients with MS the results of the
evolution of the antibodies did not reflect a uniform tendency of the levels of the different antibodies. Conclusion. A higher level
of IgG anti­MOMP was seen in ODPA and MS, although this did not occur with anti­LPS or IgA. [REV NEUROL 2001; 32:]
[http://www.revneurol.com/3206/k06pág.pdf]
Key words. Antibody. Arterosclerosis. Chlamydia pneumoniae. ELISA. Multiple sclerosis.
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PACIENTES Y MÉTODOS
Muestras clínicas

Se estudiaron un total de 190 muestras de suero procedentes de enfermos
estudiados en el Hospital Universitario San Cecilio de Granada, durante
1999. Se almacenaron a -20 ºC hasta el momento del estudio y, una vez
realizado éste, se procedió a su clasificación en tres grupos para el análisis
ulterior de los resultados obtenidos:
– Grupo 1: se incluyeron 66 muestras de otros tantos enfermos con EOAP

de miembros inferiores (17), carótida (22) y aneurisma aórtico infrarrenal
(27), estudiados en el Servicio de Cirugía Vascular. La media de edad fue
66 ± 8 años.

– Grupo 2: se incluyeron 74 muestras de 31 enfermos con EM (20 remiten-
te-recidivante y 11 secundariamente progresiva). El número de muestras
por enfermo varió entre una y cuatro, sobre la base de que, en algunos de
ellos, se obtuvieron nuevas muestras cada tres meses, independientemen-
te de la agudeza de los síntomas clínicos. Los resultados obtenidos se
analizaron globalmente y en el formato de evolución del título de anti-
cuerpos en el tiempo, cuando se obtuvieron más de dos muestras para un
enfermo. La media de edad fue 35 ± 10 años.

– Grupo 3: se incluyeron 50 muestras de sujetos sin enfermedad neurológi-
ca, inmunológica o AT (coronaria, cerebrovascular o periférica), excluida
ésta mediante examen clínico, electrocardiograma basal y eco­Doppler
carotídeo. La media de edad fue 60 ± 3 años.

Todos los sujetos estudiados carecían de enfermedad respiratoria pulmonar
en el momento de extraer la muestra de sangre. En todas las muestras se
realizaron tres pruebas de ELISA: IgG anti­MOMP; IgG/IgA anti­LPS. Existió
enmascaramiento en cuanto al procesamiento e interpretación de todas las
determinaciones de laboratorio.

ELISA IgG anti­MOMP (C. pneumoniae IgG, Vircell, España)

Se usó un ELISA comercial que emplea un complejo de membrana externa
de Chlamydia. Para ello, la cepa de C. pneumoniae 2023 (ATCC 1356 VR)
creció en células HEp­2 con 1 µl/ml de cicloheximida. El antígeno se obtuvo
a partir de cuerpos elementales purificados por tratamiento con fosfato
sódico 10 mM con sarcosil al 2%, EDTA 1,5 mM y NaCl 0,14 mM [24].
Placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorb, Dinamarca) se recubrieron con el
antígeno anterior (0,2 µg/pocillo) en PBS 8,5 mM. Se dispensó en cada
pocillo 100 µl del suero diluido a 1/20 y se incubó a 37 ºC durante 45 mi-
nutos. En un segundo paso, se añadieron 100 µl de una anti­IgG humana
conjugada con peroxidasa y se incubó a 37 ºC durante 30 minutos. Como
sustrato se usó 100 µl de tetrametil­bencidina y la reacción se detuvo tras

20 minutos con 50 µl de ácido sulfúrico 0,5 M. Las absorbencias se midie-
ron a 450/620 nm.

ELISA IgG/IgA LPS (Chlamydien­rELISA, Medac, Alemania)

Como antígeno se empleó un fragmento específico del LPS de la membrana
externa, químicamente definido, fijado a pocillos de una placa de microti-
tulación (Nunc Maxisorb, Dinamarca). Los sueros se diluyeron al 1/100 y se
añadieron 50 ml por pocillo (por duplicado). Tras 60 minutos de incubación
a 37 ºC, se añadieron 50 ml de IgG de cabra, anti­IgG o anti­IgA humana
según fuera el ensayo, conjugada con peroxidasa, y se incubó durante 60 mi-
nutos. A continuación, se añadió a cada pocillo 50 ml de ABTS/H2O2 y se
dejó incubar 30 minutos. Finalmente, se detuvo la reacción con H2SO4 0,5 M
y se leyó mediante espectrofotómetro a una longitud de onda de 450/620 nm.

Todos los ensayos incluyeron controles positivos, positivos límite (por
duplicado) y negativos. Los resultados de las tres pruebas se expresaron
como índices, dividiendo la absorbencia de la muestra por la del positivo
límite. Índices <0,9 se consideraron negativos, de 0,9­1,1 como dudosos
y >1,1 positivos. Los resultados dudosos se repitieron y el nuevo resultado
se consideró como definitivo en caso de ser positivo o negativo. Si se obtenía
de nuevo dudoso, entonces se excluía. Para mayor precisión de los resultados
obtenidos, se automatizó el proceso con la ayuda de un diluidor de muestras
de suero (Tecan Megaflex, Austria) y un procesador de placas de ELISA
(DadeBehring, BEP III, Alemania).

Análisis estadístico

El tratamiento estadístico se llevo a cabo mediante el programa SPSS (SPSS,
versión 9.0.1, 1999). La comparación de las variables continuas entre enfer-
mos y controles se realizó mediante la prueba U de Mann­Whitney. Las
variables discretas se analizaron gracias a la prueba de Fischer bilateral
exacta. Para comparar la evolución del título de anticuerpos en los enfermos
con EM se utilizó la prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

RESULTADOS

Las muestras con un resultado inicialmente dudoso continuaron siéndolo
cuando se ensayaron nuevamente. Los resultados obtenidos en los enfermos
(grupos 1 y 2) y controles (grupo 3) se reflejan en la tabla. Los porcentajes
de positividad en los grupos 1­3 para la IgG anti­LPS fueron: 24,6%, 18,9%
y 20,8%, respectivamente, sin que existieran diferencias entre enfermos y
controles. Tampoco hubo diferencias para la IgA (29%, 29,7% y 25%, res-
pectivamente). Sí se hallaron diferencias en la IgG anti­MOMP entre enfer-
mos y controles (grupo 1: 80,3%; grupo 2: 37,8% y grupo 3: 33,3%). En los
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Figura 2. Evolución de la IgA anti­LPS en pacientes con esclerosis múltiple
y tres o más muestras consecutivas.

Figura 1. Evolución de la IgG anti­LPS en los enfermos con esclerosis
múltiple y tres o más muestras consecutivas.



ANTICUERPOS ANTI-CHLAMYDIA PNEUMONIAE

3REV NEUROL 2001; 32 (6):

moniae, a través de los anticuerpos, ya se ha descrito previamente.
Así, se ha encontrado relación significativa entre seroprevalencia
elevada frente a C. pneumoniae en la enfermedad cerebrovascular
[25­27] y la EM; para esta última, en un sólo estudio sobre líquido
cefalorraquídeo (LCR) [20]. Nosotros también encontramos ma-
yor seroprevalencia en estos grupos de enfermos. No obstante,
esta interpretación podría estar sesgada por algún factor, ya
que: 1. Sólo se ha encontrado para la IgG anti­MOMP; hasta la
fecha, no se conocen completamente los epítopos de C. pneumoniae
y del antígeno a usar en los estudios de campo, entonces, ¿por qué
esta mayor prevalencia no se refleja también en los anticuerpos
anti­LPS? La IgG anti­MOMP podría ser un mejor marcador de
un estado de infección crónica, con baja tasa de replicación y de
expresión del LPS. 2. La mayor seroprevalencia de IgG anti-
MOMP podría deberse a la asociación frecuente entre enfermedad
arterial y respiratoria [13]; la mayoría de estos enfermos sufren
reinfecciones o reactivaciones de infecciones previas con escasos
síntomas, acompañados de elevación de IgG y ausencia de IgM.
Nosotros sólo hemos excluido la existencia de enfermedad respi-
ratoria pulmonar, pero podrían existir en nuestros enfermos infec-
ciones menos graves que pasan desapercibidas. 3. Se ha descrito
la infección con ausencia de anticuerpos [28,29]. 4. Existen epíto-
pos de C. pneumoniae comunes con otras especies de Chlamydias,
bacilos gramnegativos y proteínas humanas de choque térmico
[30], por lo que podrían detectarse fenómenos biológicos diferen-
tes a la propia infección. 5. La mayor parte de los estudios se han
efectuado mediante la prueba de microinmunofluorescencia (MIF),
y las pruebas de ELISA podrían ser inadecuadas; no obstante,
nosotros realizamos evaluaciones previas [31,32], en las que de-
mostramos la buena relación entre la MIF y el ELISA, así como
las ventajas de éstas por la objetividad de los resultados y la po-
sibilidad de automatización. En este estudio se automatizó el ELISA
usando un dispositivo para diluir las muestras y un procesador de
placas (BEP III). Con este método se obtuvo una buena reproduc-
tibilidad en los resultados. De hecho, los resultados de las mues-
tras dudosas no se modificaron cuando se retestaron.

La prueba de ELISA que detecta anticuerpos frente a MOMP
es de reciente descripción y se utiliza en los laboratorios de micro-
biología clínica [33­36]. Las principales discrepancias con la MIF
se describen en pacientes con infección por C. trachomatis [33] o
porque detecta anticuerpos basándose en su mayor sensibilidad o
por reacciones cruzadas más importantes [24]. Sin embargo, estas
situaciones no parecen ocurrir en nuestros ensayos. En las MOMP
existen antígenos de género, tales como la proteína de 60 kDa, que
son fácilmente detectados en el immunoblot [37,38]. Esta proteína
no es muy abundante en los cuerpos elementales, factor principal
de nuestro equipo de ELISA. Por el contrario, la proteína de 98 kDa
es un constituyente fundamental de las MOMP de los cuerpos
elementales y muestra una importante reactividad especie-
específica. En resumen, los antígenos de los cuerpos elementales
usados en nuestro equipo son fundamentalmente especieespecíficos
y es difícil que se detecte un fenómeno diferente a la infección por
C. pneumoniae.

En el género Chlamydia los epítopos mayores de género se
localizan en el LPS. Éste puede producir reacciones cruzadas
entre C. pneumoniae y C. trachomatis, así como de éstas con en-
terobacterias [39]. Según diferentes autores, podría ser que estas
reacciones cruzadas fueran la causa de que la AT se asocie, inde-
pendientemente de la localización o gravedad, a la elevación de
IgG o IgA anti­LPS [40,41] e inmunocomplejos circulantes con
LPS [42,43], que podrían preceder o no a la enfermedad en meses

Tabla. Resultados obtenidos mediante ELISA de C. pneumoniae en los
sujetos con enfermedad vascular periférica, esclerosis múltiple y grupo
control.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

IgG anti­LPS Positivo (%) 24,6 18,9 20,8

Dudoso (%) 1,6 14,9 4,2

Media + DE 0,6 ± 1,1 1,2 ± 1,7 1,2 ± 1,6

IgA anti­LPS Positivo (%) 29 29,7 25

Dudoso (%) 1,5 23 20,8

Media + DE 0,9 ± 1,5 1,3 ± 1,2 1 ± 0,6

IgG anti­MOMP Positivo (%) 80,3 a 37,8 c 33,3

Dudoso (%) 3 33,8 20,8

Media + DE 2,2 ± 1,9 b 1,1 ± 0,4 d 0,8 ± 0,3

Grupo 1: casos con enfermedad oclusiva de las arterias periféricas; Grupo 2:
pacientes con esclerosis múltiple; Grupo 3: controles. a p< 0,001, test de Fisher
bilateral exacto. b p< 0,005, prueba U de Mann­Whitney. c p= 0,003, test de Fis-
her bilateral exacto. d p= 0,01, prueba U de Mann­Whitney.
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Figura 3. Evolución de la IgG anti­MOMP en pacientes con tres o más
muestras consecutivas.

casos con EM, los resultados de la evolución de los anticuerpos se reflejan
en las figuras 1­3. No se observó una evolución uniforme de las tasas de los
diferentes anticuerpos (sin significación estadística en el test de Wilcoxon)
en los pacientes con EM a lo largo del tiempo.

DISCUSIÓN

Este trabajo se diseñó como un estudio de la infección crónica por
C. pneumoniae en la EOAP y EM. Nuestros hallazgos apoyan la
existencia de la misma, ya que se encontró una tasa de anticuerpos
en los enfermos significativamente superior a la población con-
trol. No obstante, es necesario proceder a evaluar varios paráme-
tros antes de extraer conclusiones significativas.

La relación entre EOAP y EM con la infección por C. pneu-
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ha sido encontrado en enterobacterias. Sin embargo, nosotros no
hallamos asociación entre la IgG o IgA anti­LPS y los procesos
estudiados, lo que pone en duda las afirmaciones del fabricante y
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sultados, ya que dudan del valor de los anticuerpos anti­LPS para
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En conclusión, se encontró una mayor tasa de IgG anti­MOMP
en la EOAP y en la EM; no obstante, ello no ocurrió para la IgG
e IgA anti­LPS.
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PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-CHLAMYDIA
PNEUMONIAE EN PROCESOS VASCULARES PERIFÉRICOS
Y NEUROLÓGICOS

Resumen. Objetivos. Analizar, retrospectivamente, la síntesis de
anticuerpos frente a los antígenos MOMP y LPS de Chlamydia pneu-
moniae en pacientes con enfermedad oclusiva de las arterias perifé-
ricas (EOAP) y esclerosis múltiple (EM). Pacientes y métodos. Se
estudiaron 190 muestras de suero procedentes de enfermos que se
incluyeron en los siguientes grupos: grupo 1: 66 muestras de otros
tantos enfermos con EOAP; grupo 2: 74 muestras de 31 pacientes
con EM (20 remitente-recidivante y 11 secundariamente progresi-
va) seguidos en el tiempo, y grupo 3: 50 muestras de sujetos contro-
les. En todas se determinaron, mediante ELISA, la IgG anti-MOMP
y la IgG e IgA anti-LPS. La comparación de las variables continuas
se realizó con la prueba U de Mann-Whitney. Las variables discretas
se analizaron con la prueba de Fischer bilateral exacta. Para com-
parar la evolución de los anticuerpos en los enfermos con EM se
utilizó la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Resultados. Los
porcentajes de positividad, en los grupos 1 a 3, para la IgG anti-LPS
fueron: 24,6%, 18,9% y 20,8%, respectivamente, sin que existieran
diferencias entre enfermos y controles. Tampoco hubo diferencias
para la IgA (29%, 29,7% y 25%, respectivamente). Sí se hallaron
diferencias en la IgG anti-MOMP entre enfermos y controles (gru-
po 1: 80,3%, grupo 2: 37,8% y grupo 3: 33,3%). En los enfermos
con EM, los resultados de la evolución de los anticuerpos no refle-
jaron una tendencia uniforme de las tasas de los diferentes anticuer-
pos. Conclusión. Se encontró una mayor tasa de IgG anti-MOMP en
la EOAP y la EM; sin embargo, esto no ocurrió para la IgG e IgA
anti-LPS. [REV NEUROL 2001; 32:] [http://www.revneurol.com/
3206/k06pág.pdf]
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