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ORIGINAL

Presencia de anticuerpos anti-Chlamydia pneumoniae
en procesos vascul ares periféricos y neurol 6gicos

J. Gutié&rez-Fernandez?, J. Linar es-Palomino®, F. Fernandez-Sanchez?, M. Guerrero-Fernandez©,

C. Lopez-Espada®, E. Ros-Diez®, M. Rodriguez-Fernandez?, M .2C. Maroto-Vea?

THE PRESENCE OF ANTI-CHLAMY DIA 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 pneumoniaein patientswith 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 remittent-relapsing and 11 secondarily progres-
sive), followed over time; and group 3: 50 samplesfrom personsacting ascontrols. In all cases determinationswere made using
ELISA, of the IgG anti-MOMP and the IgG and IgA anti-LPS. Comparison of the continuous variables was made using the
Mann-Whitney 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
1to 3 for anti-LPS 1gG were: 24.6%, 18.9% and 20.8%, respectively, with no differences between patients and controls; nor
werethere any differenceswith IgA (29%, 29.7% and 25%, respectively). However differences were seenin the anti-MOMP 1gG
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 1gG anti-MOMP was seen in ODPA and MS, although this did not occur with anti-LPSor IgA. [REV NEUROL 2001; 32:]

[http: //mww.revneurol.com/3206/k06pag.pdf]
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INTRODUCCION

Chlamydia pneumoni aeesun patdgeno respiratoriohumanoque
recientementeseharel acionado conlagénesisdeprocesosde
distintanaturaleza. Diversosestudioshanrelacionadolainfec-
cionpor C. pneumoniaey laarteriosclerosis(AT) sintomética.
Estostrabajosdemostraronunosnivel esdeanti cuerpossuperio-
resalapoblacién control enlosenfermoscon procesosi squémi-
cos[1-12]. Ademés, algunosautoresencontraronquelalgG se
incrementaba, precediendoal aapariciéndel ossintomasasocia-
dosalaenfermedadotraslarealizaciondeaterectomia[13]. No
obstante, otrosestudiosnoencuentrantal relacion[14,15].La
formadeAT masanalizadaesladelocalizaciéncoronaria; por
otrolado, esmenosestudiadal arelacionconlaenfermedad oclu-
sivadelasarteriasperiféricas(EOAP).

L aesclerosismltiple(EM) contintasiendo unaenferme-
dad deetiol ogiadesconocida, conunaelevadamorbilidad a
causadeladificultaddel tratamiento. Durantemuchotiempo
sehaestudiado laposibleparticipacion dediversosagentes
mi crobianos[ 16] como desencadenanteso coadyuvantesenla
apariciondelaenfermedad, peronosehallegadoaunaconclu-
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siéndefinitiva, aunquesi maspréximaalaexclusiéndelos
mismoscomofactoresimportantes. Losdosultimosagentes
quesehanrelacionadosonel virusdel herpeshumanotipo 6 [17]
ylaC. pneumoniae[18-20].

Paraanalizar larelaciénentreC. pneumoniaey unproceso
clinicosepuedenempl ear diferentesmetodol ogias. El cultivode
labacteriaesdificil y deescasarentabilidad. Lapruebadela
reaccionencadenadelapolimerasaessensibley especifica, pero
requiereexperienciay escomplejaensurealizacioneinterpreta-
cion. Por esolosestudios, al menosensuinicio, sehasanenla
investigaciondelosanticuerposanti-C. pneumoniae[10,21-23].

LasevaluacionessobreC. pneumoniaey laEOAPolaEM
estanenfaseanalitica, conaportacionesquelosinvolucranolos
desacreditan, segunlosautores. Paraestabl ecer estarel acionseha
utilizadolareacci 6nencadenadelapolimerasacomo patrénoro
(gold standard), perono sepuedeolvidar queunresultado posi-
tivoconestapruebapodrialograr, simplemente, lapresenciade
ADN deunmicroorganismoquepuedeserinviableoquesehalla
presente de maneratransitoria. YaquelaEOAPY laEM son
enfermedadescon unapreval enciano desdefiabl ey tienenun
caracter cronico, pensamosquelainvesti gaci 6ndel osanticuer-
posfrenteaunmicroorganismoprevaentecomolaC. pneumoniae
constituyeunaformaaproximadadeconocer si eseagenteparti-
cipaenlaenfermedado, al menos, loqueestdocurriendoenese
parametrobiol 6gico.

El objetivodenuestro estudiofueanalizar, retrospectiva-
mente, larespuestadeanti cuerposfrenteal osantigenosM OM P
y LPSdeC. pneumoniae, empleandolapruebainmunoabsor-
benteligadaaenzima(ELISA, del ingl ésEnzymeLinked | mmu-
noadsor bent Assay) en pacientesconEOAPY EM. Laposible
existenciadediferenciaspositivasconlapobl aciéncontrol nos
permitereforzar o excluir lahipétesisdelarelacion entrela
infeccionpor labacteriay estosprocesosno respiratorios.
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Figura 1. Evolucion de la IgG anti-LPS en los enfermos con esclerosis
multiple y tres o mas muestras consecutivas.

PACIENTESY METODOS
Muestrasclinicas

Seestudiaronuntotal de190 muestrasdesuero procedentesdeenfermos
estudiados en el Hospital Universitario San Cecilio de Granada, durante
1999. Se almacenaron a-20 °C hastael momento del estudioy, unavez
realizado éste, seprocedid asu clasificacionentresgruposparael andlisis
ulterior delosresultadosobtenidos:

—Grupo 1: seincluyeron 66 muestrasdeotrostantosenfermoscon EOAP
demiembrosinferiores(17), carétida(22) y aneurismaadrticoinfrarrenal
(27), estudiadosen el ServiciodeCirugiaVascular. Lamediadeedad fue
66 + 8 anos.

—Grupo2: seincluyeron 74 muestrasde 31 enfermoscon EM (20 remiten-
te-recidivantey 11 secundariamenteprogresiva). El nimerodemuestras
por enfermovariéentreunay cuatro, sobrelabasedeque, enalgunosde
ellos, seobtuvieron nuevasmuestrascadatresmeses, independientemen-
te delaagudeza delos sintomas clinicos. L os resultados obtenidos se
analizaronglobalmentey en el formato deevoluciondel titulo deanti-
cuerposenel tiempo, cuando seobtuvieronmasdedosmuestrasparaun
enfermo. Lamediadeedadfue35 + 10 afios.

—Grupo 3: seincluyeron 50 muestrasdesujetossin enfermedad neurol 6gi-
ca,inmunol 6gicao AT (coronaria, cerebrovascul ar operiférica), excluida
éstamediante examen clinico, el ectrocardiogramabasal y eco-Doppler
carotideo. Lamediadeedad fue60 + 3 afios.

Todoslossujetosestudi ados carecian deenfermedad respiratoriapul monar
en el momento de extraer lamuestra de sangre. En todas|as muestras se
realizarontrespruebasdeEL I SA: 1gG anti-MOMP; IgG/IgA anti-L PS. Existié
enmascaramiento en cuanto al procesamiento einterpretaci én detodaslas
determinacionesdelaboratorio.

ELISAIgGanti-MOMP(C. pneumoniael gG, Vircell, Espaia)

Seus6unELISA comercia queempleaun complejodemembranaexterna
de Chlamydia. Paraello, lacepadeC. pneumoniae 2023 (ATCC1356 VR)
crecidencélulasHEp-2 con1 pl/ml decicloheximida. El antigenoseobtuvo
apartir decuerposelemental es purificados por tratamiento confosfato
s6dico 10 mM consarcosil al 2%, EDTA 1,5 mM y NaCl 0,14 mM [24].
Placasde 96 pocillos(Nunc Maxisorb, Dinamarca) serecubrieron conel
antigeno anterior (0,2 pg/pocillo) en PBS 8,5 mM. Sedispenst en cada
pocillo 100 pl del suerodiluidoal/20 y seincubéa37 °C durante45 mi-
nutos. En un segundo paso, seafiadieron 100 pl deunaanti-1gG humana
conjugadacon peroxidasay seincub6a37 °C durante 30 minutos. Como
sustrato seuso 100 pl detetrametil-bencidinay lareaccion sedetuvotras

Figura 2. Evoluciénde lalgAanti-LPS en pacientes con esclerosis multiple
y tres 0 més muestras consecutivas.

20 minutoscon 50 W deédcidosulfarico0,5 M. Lasabsorbenciassemidie-
rona450/620 nm.

ELISA1gG/IgALPS(Chlamydien-rELISA, Medac, Alemania)

Comoantigeno seempled unfragmento especificodel L PSdelamembrana
externa, quimicamentedefinido, fijado apocillosdeunaplacademicroti-
tulacién (NuncMaxisorb, Dinamarca). Lossuerossediluyeronal 1/100 y se
afadieron50 ml por pocillo(por duplicado). Tras60 minutosdeincubacion
a37°C, seafiadieron 50 ml delgG decabra, anti-1gG oanti-lIgA humana
seguinfuerael ensayo, conjugadacon peroxidasa, y seincubddurante60 mi-
nutos. A continuacién, seafiadi6 acadapocillo50 ml deABTS/H,0, yse
dejéincubar 30 minutos. Finalmente, sedetuvolareaccionconH,SO, 0,5 M
y seley6 medianteespectrof otometroaunal ongitud deondade450/620 nm.

Todoslosensayosincluyeron control espositivos, positivoslimite (por
duplicado) y negativos. L osresultados de lastres pruebas se expresaron
como indices, dividiendolaabsorbenciadelamuestrapor ladel positivo
Iimite. indices<0,9 seconsideraron negativos, de0,9-1,1 como dudosos
y >1,1 positivos. Losresultadosdudososserepitierony el nuevoresultado
seconsiderd comodefinitivoen casodeser positivoonegativo. Si seobtenia
denuevodudoso, entoncesseexcluia. Paramayor precisiéndel osresultados
obtenidos, seautomatizd el proceso conlaayudadeundiluidor demuestras
desuero (Tecan Megaflex, Austria) y un procesador deplacasde EL1SA
(DadeBehring, BEPIII, Alemania).

Andlisisestadistico

El tratamiento estadistico sellevoacabo medianteel programaSPSS(SPSS,
version9.0.1, 1999). Lacomparaci ondelasvariablescontinuasentreenfer-
mosy controles serealiz6 mediante lapruebaU de Mann-Whitney. Las
variables discretas se analizaron gracias ala prueba de Fischer bilateral

exacta. Paracomparar laevoluciondel titulodeanti cuerposenlosenfermos
conEM seutilizélapruebaderangoscon signodeWilcoxon.

RESULTADOS

Lasmuestrascon unresultadoinicialmente dudoso continuaron siéndolo
cuando seensayaronnuevamente. L osresultadosobteni dosenlosenfermos
(grupos1y2)ycontroles(grupo 3) sereflejanenlatabla. Losporcentajes
depositividadenlosgrupos1-3paralal gG anti-L PSfueron: 24,6%, 18,9%
y 20,8%, respectivamente, sinqueexistieran diferenciasentreenfermosy
controles. Tampoco hubodiferenciasparalal gA (29%, 29, 7%y 25%, res-
pectivamente). Si sehallarondiferenciasenlalgG anti-M OM Pentreenfer-
mosy controles(grupo 1: 80,3%; grupo 2: 37,8%y grupo 3: 33,3%). Enlos

REV NEUROL 2001, 32(6):
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Figura 3. Evolucién de la IgG anti-MOMP en pacientes con tres o mas
muestras consecutivas.

Tabla. Resultados obtenidos mediante ELISA de C. pneumoniae enlos
sujetos con enfermedad vascular periférica, esclerosis multiple y grupo
control.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
1gG anti-LPS 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 anti-LPS 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 anti-MOMP Positivo (%) 80,3° 37,8¢ 33,3
Dudoso (%) 3 33,8 20,8
Media + DE 2,2+1,9° 1,1+0,4¢ 0,8+0,3

Grupo 1: casos con enfermedad oclusiva de las arterias periféricas; Grupo 2:
pacientes con esclerosis multiple; Grupo 3: controles. *p< 0,001, test de Fisher
bilateral exacto. °p< 0,005, prueba U de Mann-Whitney. °p= 0,003, test de Fis-
her bilateral exacto. “p= 0,01, prueba U de Mann-Whitney.

casoscon EM, losresultadosdelaevol ucion delosanticuerpossereflejan
enlasfiguras1-3. Noseobservé unaevoluciénuniformedelastasasdelos
diferentesanti cuerpos(sinsignificacion estadisticaenel test deWil coxon)
enlospacientescon EM alolargo del tiempo.

DISCUSION

Estetrabaj o sedisefid comounestudiodelainfeccion crénicapor
C. pneumoniaeenlaEOAPY EM. Nuestroshallazgosapoyanla
existenciadelamisma, yaqueseencontréunatasadeanti cuerpos
enlosenfermossignificativamentesuperior alapoblacioncon-
trol. Noobstante, esnecesarioproceder aeval uar variosparame-
trosantesdeextraer conclusionessignificativas.
LarelacionentreEOAPY EM conlainfeccionpor C. pneu-

REV NEUROL 2001, 32 (6):

ANTICUERPOSANTI-CHLAMYDIAPNEUMONIAE

moni ae, atravésdel osanti cuerpos, yasehadescritopreviamente.
Asi, sehaencontradorel aciénsignificativaentreseroprevalencia
elevadafrenteaC. pneumoniaeenlaenfermedadcerebrovascular
[25-27] ylaEM; paraestadltima, enunsoloestudiosobreliquido
cefalorraquideo (L CR) [20]. Nosotrostambiénencontramosma:
yor seropreval enciaen estosgruposdeenfermos. Noobstante,
estainterpretacion podria estar sesgada por algun factor, ya
que: 1. Sdlosehaencontradoparalal gG anti-MOMP; hastala
fecha, noseconocencompl etamentel osepitoposdeC. pneumoniae
y del antigenoausar enlosestudiosdecampo, entonces, ¢por qué
estamayor preval encianosereflgjatambiénenlosanticuerpos
anti-LPS?LalgG anti-M OM Ppodriaser unmejor marcador de
unestadodeinfeccioncronica, conbajatasadereplicaciony de
expresiondel LPS. 2. Lamayor seroprevalenciadelgG anti-
M OM Ppodriadeberseal aasociacionfrecuenteentreenfermedad
arterial y respiratoria[ 13]; lamayoriadeestosenfermossufren
reinfecci onesoreactivaci onesdeinfeccionespreviasconescasos
sintomas, acompafiadosdeel evaciéndelgGy ausenciadelgM.
Nosotrossolohemosexcluidolaexistenciadeenfermedad respi-
ratoriapulmonar, peropodrianexistir ennuestrosenfermosinfec-
cionesmenosgravesquepasandesapercibidas. 3. Sehadescrito
lainfecciénconausenciadeanticuerpos[28,29]. 4.Existenepito-
posdeC. pneumoniaecomunescon otrasespeciesdeChlamydias,
bacil osgramnegativosy proteinashumanasdechoquetérmico
[30], porloquepodrian detectarsefenémenosbi ol égicosdiferen-
tesalapropiainfeccion. 5.Lamayor partedel osestudiossehan
efectuadomediantelapruebademicroinmunofluorescencia(MIF),
y laspruebasde EL | SA podrian ser inadecuadas; no obstante,
nosotrosrealizamoseval uacionesprevias[31,32], enlasquede-
mostramoslabuenarelacionentrelaMIFy el ELISA, asi como
lasventajasdeéstaspor laobjetividad del osresultadosy lapo-
s bilidad deautomeatizaci on.Enesteestudioseautomatizoel ELISA
usandoundispositivoparadiluirlasmuestrasy unprocesador de
placas(BEP |11). Conestemétodo seobtuvo unabuenareproduc-
tibilidadenlosresultados. Dehecho, losresultadosdel asmues-
trasdudosasno semodificaroncuando seretestaron.

LapruebadeEL | SA quedetectaanticuerposfrenteaM OM P
esderecientedescripciony seutilizaenlosl aboratoriosdemicro-
biologiaclinica[33-36]. Lasprincipal esdiscrepanciasconlaMIF
sedescribenen pacientesconinfeccidnpor C. trachomatis[33] o
porguedetectaanti cuerposbasandoseensumayor sensibilidado
por reaccionescruzadasmasi mportantes[ 24]. Sinembargo, estas
situaci onesnoparecenocurrir ennuestrosensayos. EnlasMOMP
existenantigenosdegénero, talescomolaproteinade60 kDa, que
sonféacilmentedetectadosenel immunobl ot[37,38]. Estaproteina
noesmuy abundanteenloscuerposel emental es, factor principal
denuestroequipodeEL I SA. Por el contrario, laproteinade98 kDa
esun constituyentefundamental delasM OM Pdeloscuerpos
elementales y muestra una importante reactividad especie-
especifica. Enresumen,losantigenosdel oscuerposel emental es
usadosennuestroegui posonfundamenta menteespeci eespecificos
yesdificil quesedetecteunfendmenodiferentealainfecciénpor
C. pneumoniae.

Enel género Chlamydialosepitoposmayoresdegénerose
localizanen el LPS. Este puede producir reacciones cruzadas
entreC. pneumoniaey C. trachomatis, asi comodeéstasconen-
terobacterias[39]. Segundiferentesautores, podriaser queestas
reaccionescruzadasfueranlacausadequelaAT seasocie, inde-
pendientementedelal ocalizaciénogravedad, alaelevaciénde
1gGolgA anti-LPS[40,41] einmunocompl ej oscirculantescon
LPS[42,43],quepodrianpreceder onoalaenfermedad enmeses
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[40,44]. Parareducir lareactividad cruzada, cuandoseelaborala
pruebadeELISA, seutilizauntratamientodel antigenoconde-
tergentesquel antes. Asi, Ladany et al [45] utilizandesoxicol ato
sodicoy Ossewaardeet al [46],1aoxidaci n con periodato sadico
ytritdbn X 100; peronotienenpor quéser, desdeel puntodevista
técnico, total menteeficaces. El EL | SA recombinantedeM edac
usadoenestetrabajoesel Unicotest disponiblecomercialmente
basadoenlautilizaciéndeunfragmentodel L PSespecificode
géneroy que, segunel fabricante, esquimicamentedefinidoy no
hasi doencontradoenenterobacterias. Sinembargo, nosotrosno
hallamosasociaciénentrelalgGolgA anti-L PSylosprocesos
estudiados, |oqueponeendudal asafirmacionesdel fabricantey
discrepaconlosotrosinvestigadores. Noobstante, masreciente-
mente, existenaportacionesqueestanenlalineadenuestrosre-
sultados, yaquedudan del val or del osanticuerposanti-L PSpara
detectar lainfeccion[47,48].

Finalmentehay sefial ar que, apesar delamenor edad delos
enfermoscon EM respecto del grupo control, seencontré una

diferenciasignificativadelalgGanti-MOMP. Ellonoexcluye
mayoresdiferenciass sehubieraestudiadounapoblaciéndeedad
comparable, yagquelaseroprevalencia, engenera, seincrementa
conlaedad. NuestrapoblaciéndeEM, sobrelabasedesumenor
edad, posiblementetienereducidoel riesgodeAT subyacente, la
cual podriasesgar | osresultadosobteni dosparaotraspobl acio-
nes. Cuandoseanalizaronlosanti cuerposdetectadosalolargode
laenfermedad, noseobtuvouncomportamientohomogéneoque
hableafavor deincrementosconlaevoluciéndeladolencia. Este
dato puedeser compatibleconun estado deinfecci 6ncrénicapor
labacteria, enel quelaexacerbacidnclinicanoserel acionacon
latasadelgGanti-M OMP. Sinembargo, noseexcluyequeotros
parametrosnoestudiadospor nosotros, comolal eucoadenemiade
C. pneumoniaeolal gA anti-M OMP, si sepuedanrel acionar con
laevoluciondelaenfermedad.

Enconclusion, seencontréunamayor tasadel gG anti-MOMP
enlaEOAPy enlaEM; noobstante, ellonoocurrié paralalgG
elgA anti-LPS.
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PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-CHLAMYDIA
PNEUMONIAE EN PROCESOS VASCULARES PER| FERICOS
YNEUROLOGICOS

Resumen. Objetivos. Analizar, retrospectivamente, la sintesis de
anticuerposfrentealosantigenos MOMP y LPSde Chlamydiapneu-
moniae en pacientes con enfermedad oclusiva de las arterias perifé-
ricas (EOAP) y esclerosis mlltiple (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) seguidosen el tiempo, y grupo 3: 50 muestrasde sujetos contro-
les. En todas se determinaron, mediante ELISA, la 1gG anti-MOMP
ylalgG elgA anti-LPS La comparacién de las variables continuas
serealizé conlaprueba U de Mann-Whitney. Lasvariablesdiscretas
se analizaron con la prueba de Fischer bilateral exacta. Para com-
parar la evolucién de los anticuerpos en los enfermos con EM se
utilizo la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Resultados. Los
porcentajesdepositividad, enlosgrupos1a3, paralalgG 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). S 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 evolucién de los anticuerpos no refle-
jaron unatendencia uniforme de lastasas de los diferentes anticuer-
pos. Conclusién. Se encontré unamayor tasa delgG anti-MOMP en
la EOAP y la EM; sin embargo, esto no ocurrié parala IgG e IgA
anti-LPS. [REV NEUROL 2001; 32:] [http://mmw.revneurol.com/
3206/k06pag.pdf]

Palabras clave. Anticuerpo. Arteriosclerosis. Chlamydia pneumo-
niae. ELISA. Esclerosis miltiple.
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