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Presencia de anticuerpos anti-Chlamydia pneumoniae
en procesos vasculares periféricos y neurologicos
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THE PRESENCE OF ANTI-CHLAMYDIA 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 iz 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 remittent-relapsing and 11 secondarzly progres-
sive), followed over time; and group 3: 50 samples from persons acting as controls. In all cases determinations were made using
ELIS4, of the IgG anti-MOMP and the IgG and Ig4 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
1 to 3 for anti-LPS IgG were: 24.6%, 18.9% and 20.8%, respectively, with no differences between patients and controls; nor
were there any differences with Ig4 (29%, 29.7% and 25%, respectively). However differences were seen in the anti-MOMP 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
anti-MOMP was seen in ODPA and MS, although this did not occur with anti-LPS or IgA. [REV NEUROL 2001; 32: 501-5]

[http://www.revneurol.com/3206/k060501.pdf]
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INTRODUCCION

Chlamydia prewmonige es Ul patogeno TespiTatorio IMImano que

recientemente se harelacionado con lagénesis de procesos de
distintanaturaleza. Diversos estudioshanrelacionado la infec-
cion por C. pneumoniaeylaarteriosclerosis (AT) sintomética.
Estos trabajos demostraron unosniveles de anticuerpos superio-
resalapoblacién controlenlos enfermos conprocesosisquémi-
cos[1-12]. Ademd4s, algunos autores encontraronque laIgG se
incrementaba, precediendo alaaparicion de los sintomas aso-
ciadosalaenfermedad otraslarealizacion de aterectomia[13].
No obstante, otros estudios no encuentrantal relacién [14,15].
Laformade AT mas analizadaes la delocalizacion coronaria;
porotrolado, esmenos estudiadalarelacion conlaenfermedad
oclusiva de lasarterias periféricas (EOAP).

Laesclerosis maltiple (EM) continda siendo una enferme-
daddeetiologiadesconocida, conunaelevadamorbilidadacausa
deladificultad del tratamiento. Durante mucho tiempo se ha
estudiado laposible participacionde diversos agentes microbia-
nos [16]como desencadenantesocoadyuvantesenlaaparicion
delaenfermedad, perono sehallegadoauna conclusion defi-
nitiva,aunque siméspréximaalaexclusiondelosmismoscomo
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factores importantes. Los dos iltimos agentes que se hanrela-

“cionado son el Virus del herpes humano tipo 6 [17]y1la ~ -

C. pneumoniae [18-20].

Para analizar larelacion entre C. pneumoniaeyunproceso
clinicosepueden empleardiferentes metodologias. Elcultivode
labacteriaes dificil y de escasa rentabilidad. Lapruebadela
reaccion en cadena de lapolimerasa es sensible y especifica,
perorequiere experienciay es complejaensurealizaciénein-
terpretacion. Poresolosestudios, almenos ensu inicio, sebasan
en la investigacion de los anticuerpos anti-C. pneumoniae
[10,21-23].

Lasevaluaciones sobre C. pneumoniaeylaEOAPolaEM
estinen faseanalitica, conaportaciones quelos involucran o los
desacreditan, seglinlos autores. Para establecerestarelacion se
hautilizadolareacciénencadenade lapolimerasacomopatron
oro (gold standard), perono se puede olvidar que unresultado
positivoconestapruebapodrialograr, simplemente, la presen-
ciade ADN de unmicroorganismo que puede ser inviable o que
sehallapresente de maneratransitoria. YaquelaEOAPylaEM
sonenfermedadesconunaprevalenciano desdefiable y tienen
un caractercronico, pensamos que la investigacion de los anti-
cuerpos frente a un microorganismo prevalente como la
C. pneumoniae constituye una formaaproximada de conocer si
eseagente participaenlaenfermedad o, al menos,lo que estd
ocurriendo eneseparametro biologico.

Elobjetivo de nuestro estudio fue analizar, retrospectiva-
mente, larespuestadeanticuerpos frente alos antigenos MOMP
yLPS de C. pneumoniae,empleando la prueba inmunoabsor-
benteligadaaenzima(ELISA, delinglés Enzyme Linked Immu-
noadsorbent Assay) enpacientescon EOAPy EM. Laposible
existencia de diferenciaspositivas conlapoblacién control nos
permite reforzar o excluir la hipétesis de 1a relacion entre la
infeccién porlabacteriay estos procesos norespiratorios.
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Figura 1. Evolucion de la lgG anti-LPS en los enfermos con esclerosis
multiple y tres o mas muestras consecutivas.

PACIENTES Y METODOS
Muestras clinicas

Se estudiaron untotal de 190 muestras de suero procedentes de enfermos
estudiados en el Hospital Universitario San Cecilio de Granada, durante

1999. Se almacenaron a -20 °C hasta el momento del estudio y, una vez

realizado éste, se procedid a su clasificacion en tres grupos para el analisis
ulterior de los resultados obtenidos:

—Grupo 1: seincluyeron 66 muestras de otros tantos enfermos con EOAP
demiembros inferiores (17), carétida (22) y aneurisma aértico infrarre-
nal (27), estudiados en ¢! Servicio de Cirugia Vascular, La media de
edad fue66 + § afios.

—Grupo2: seincluyeron 74 muestras de31 enfermos con EM (20 remi-
tente-recidivantey 11 secundariamente progresiva). El numero de mues-
tras por enfermo varid entre una y cuatro, sobre la base de que, en
algunos de ellos, se obtuvieron nuevas muestras cada tres meses, inde-
pendientemente de la agudeza de los sintomas clinicos. Los resultados
obtenidos se analizaron globalmente y en el formato de evolucién del
titulo de anticuerpos en el tiempo, cuando se obtuvieron mas de dos
muestras paraun enfermo. L.a media de edad fue 35 + 10 afios.

~Grupo 3:seincluyeron 50 muestrasde sujetos sinenfermedad neurolé-
gica, inmunoldgicao AT (coronaria, cerebrovascular o periférica), ex-
cluida ésta mediante examen clinico, electrocardiograma basal y
eco-Doppler carotideo. La media de edad fue 60 +3 afios.

Todos los sujetos estudiados carecian de enfermedad respiratoria pulmo-
naren el momento de extraer lamuestra de sangre. En todas las muestras
serealizaron tres prucbas de EL1SA: 1gG anti-MOMP; IgG/IgA anti-LPS.
Existié cegamiento en cuanto al procesamiento e interpretacién de todas
las determinaciones de laboratorio.

ELISA IgG anti-MOMP(C. pneumoniae IgG, Vircell, Espaiia)

Seusoun ELISA comercial que empleaun complejo de membranaextema
de Chlamydia. Paraello, lacepade C. preumoniae 2023 (ATCC 1356 VR)
creciéencélulas HEp-2 con 1 pi/mldecicloheximida. Elantigenose obtuvo
apartir de cuerpos elementales purificados por tratamiento con fosfato
sodico 10 mM con sarcosil al 2%, EDTA 1,5 mM y NaCl10,14 mM [24].
Placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorb, Dinamarca) se recubrieron con el
antigeno anterior (0,2 pg/pocillo)en PBS 8,5 mM. Se dispens6 en cada
pocillo 100 pl del suero diluidoa 1/20 yse incubéa37 °C durante 45 mi-
nutos. En unsegundo paso, se aiiadieron 100 pl de una anti-1gG humana
conjugada con peroxidasay se incub6 a 37 °C durante 30 minutos. Como
sustrato se us6 100 pl de tetrametil-bencidina y lareacci6n se detuvo tras
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Figura 2. Evoluciondela IgA anti-LPS en pacientes con esclerosis muttiple
y tres 0 mas muestras consecutivas.

- 20 minutos con 50 pl de cido sulfiirico 0,5 M. Las absorbancias se midie-

rona450/620 nm.

ELISA IgG/IgA LPS (Chlamydien-rELISA, Medac, Alemania)

Como antigeno se empleéun fragmento especifico del LPS delamembra-
naexterna, quimicamente definido, fijado a pocillos de una placa de mi-
crotitulacion (Nunc Maxisorb, Dinamarca). Los sueros se diluyeronal 1/
100 yseafiadieron 50 mlpor pocillo{por duplicado). Tras 60 minutos de
incubaciéna 37 °C, seafiadieron 50 mi de 1gG de cabra, anti-IgG oanti-IgA
humana segin fuera el ensayo, conjugada con peroxidasa, y se incubé
durante 60 minutos. A continuacion, se afiadi6 a cada pocillo 50 mlde
ABTS/H,0, yse dejéincubar 30 minutos. Finalmente, se detuvolareac-
ciéncon H,80, 0,5 My seleyémediante espectrofotémetro aunalongitud
deondade450/620 nm.

Todoslos ensayos incluyeron controles positivos, positivos limite (por
duplicado) y negativos. Los resultados de 1as tres pruebas se expresaron
como indices, dividiendo la absorbancia de 1a muestra por ladel positivo
limite. Indices <0,9 se consideraron negativos, de 0,9-1,1 como dudosos
y >1,1 positivos. Losresultados dudosos se repitieron y el nuevo resultado
se consideré como definitivo en caso de ser positivo o negativo. Si se
obtenia de nuevo dudoso, entonces se excluia. Para mayor precision de los
resultados obtenidos, se automatizo el proceso con la ayuda deun diluidor
de muestras de suero (Tecan Megaflex, Austria) yun procesador de placas
de ELISA (DadeBehring, BEP 111, Alernania).

Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico se llevo a cabo mediante el programa SPSS
(SPSS, versién9.0.1, 1999). La comparacion de las variables continuas
entre enfermos y controles se realizé mediante la prueba U de
Mann-Whitney. Las variables discretas se analizaron graciasa la prue-
ba de Fischer bilateral exacta. Para comparar la evolucién del titulo de
anticuerpos en los enfermos con EM se utilizé la prueba de rangos con
signo de Wilcoxon.

RESULTADOS

Las muestras conunresultado inicialmente dudoso continuaron siéndolo
cuando se ensayaron nuevamente. Los resultados obtenidos en los enfer-
mos (grupos 1 y 2) y controles (grupo 3) se reflejan en la tabla. Los
porcentajes de positividad en los grupos 1-3 paralalgG anti-LPS fueron:
24,6%, 18,9%Yy 20,8%, respectivamente, sin que existieran diferencias
entre enfermos y controles. Tampoco hubo diferencias paralaIgA (29%,
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Figura 3. Evolucion de la IgG anti-MOMP en pacientes con tres o mas
muestras consecutivas.

29,7% y 25%, respectivamente). Si s¢ hallaron diferencias en la 1gG
anti-MOMP entre enfermos y controles (grupo 1: 80,3%; grupo 2: 37,8%
y grupo 3: 33,3%). Enlos casos con EM, los resultados de la evolucion
de los anticuerpos se reflejan en las figuras 1-3. No se observé unaevo-
luci6én uniforme de las tasas de los diferentes anticuerpos (sin significa-
cionestadistica en el testde Wilcoxon) en los pacientes con EM alo largo
del tiempo.

DISCUSION

Estetrabajo se disefid como un estudio de lainfeccién crénica
pot C. prneumoniae enlaEOAPy EM. Nuestros hallazgosapo-
yanla existencia de lamisma, ya que se encontréunatasade
anticuerpos en los enfermos significativamente superiorala
poblacidn control. No obstante, es necesario procederaeva-
luar varios parametros antes de extraer conclusiones significa-
tivas.

Larelacionentre EOAPy EM con lainfeccién por C. pneu-
moniae,atravésde losanticuerpos, yase hadescrito previamen-
te. Asi, sehaencontradorelacion significativa entre seropreva-
lenciaelevada frentea C. pneumoniaeenlaenfermedad cere-
brovascular [25-27]ylaEM; para esta ltima, enun s6lo estudio
sobre liquido cefalorraquideo (LCR) [20]. Nosotrostambién
encontramos mayor seroprevalencia en estos grupos de enfer-
mos. No obstante, esta interpretacién podria estar sesgadapor
algtin factor, ya que: 1. Sélo se ha encontrado para la IgG
anti-MOMP; hastala fecha, no se conocen completamente los
epitoposde C. pneumoniaeydelantigenoausarenlosestudios
decampo, entonces, ;por qué estamayorprevalencianosere-
flejatambién en los anticuerpos anti-LPS? LaIgG anti-MOMP
podriaserunmejormarcador deunestado de infecciéncrénica,
conbajatasadereplicaciénydeexpresiéndel LPS. 2.Lamayor
seroprevalencia de1gG anti-MOMPpodria deberse alaasocia-
cion frecuente entre enfermedad arterial y respiratoria[13];1a
mayoriade estosenfermossufrenreinfecciones oreactivaciones
de infeccionesprevias con escasos sintomas, acompafiados de
elevacién deIgG yausenciade IgM. Nosotros sélohemos ex-
cluidola existencia de enfermedad respiratoria pulmonar, pero
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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 (%} 24.6 189 20,8
Dudoso (%) 1.6 14,9 4,2
Media + DE 0,6 £ 1.1 1.2x1,7 1.2x1,6
lgA 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¢ 333
Dudoso (%) 3 33,8 20,8
Media+ DE 2,2+1,9° 1,1x04°% 0,82x0,3

Grupo 1: casos con enfermedad oclusiva de las arterias periféricas; Grupo 2:
pacientes con esclerosis muitiple; 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.

podrianexistir en nuestros enfermos infecciones menos graves
que pasan desapercibidas. 3.Sehadescritolainfeccioncon
ausencia de anticuerpos [28,29]. 4. Existen epitopos de
C. pneumoniae comunes con otras especies de Chlamydias,
bacilos gramnegativos y proteinas humanas de choque térmico
[30], porlo que podrian detectarse fenémenos bioldgicos dife-
rentes alapropiainfeccién. 5.Lamayorpartedelosestudiosse
han efectuado mediante la prueba de microinmunofluorescencia
(MIF), y las pruebas de ELISA podrian ser inadecuadas; no
obstante, nosotros realizamos evaluaciones previas[31,32],en
las que demostramos labuenarelacion entre laMIF y el ELISA,
asicomolas ventajasde éstasporlaobjetividad delos resultados
y laposibilidad de automatizacion. Eneste estudio se automa-
tizé el ELISA usandoundispositivoparadiluirlasmuestras yun
procesador deplacas (BEP III). Con estemétodo se obtuvouna
buenareproductibilidad enlosresultados. Dehecho, losresul-
tados de lasmuestras dudosas no se modificaron cuandosere-
testaron.

Lapruebade ELISA quedetecta anticuerpos frentea MOMP
esde reciente descripcion y se utiliza en los laboratorios de
microbiologiaclinica[33-36]. Lasprincipales discrepancias
con la MIF se describen en pacientes con infeccién por
C. trachomatis [33] oporque detectaanticuerposbasidndoseen
sumayor sensibilidad o porreacciones cruzadasmas importan-
tes [24]. Sin embargo, estas situaciones no parecen ocurriren
nuestros ensayos. En las MOMP existen antigenos de género,
tales comolaproteina de 60 kDa, que son facilmente detecta-
dosenelimmunoblot [37,38)]. Estaproteinano es muy abun-
dante enlos cuerpos elementales, factor principal de nuestro
equipode ELISA. Por el contrario, laproteina de 98 kDaesun
constituyente fundamental de las MOMP de los cuerpos ele-
mentales y muestra una importante reactividad especie-
especifica. Enresumen, los antigenos de los cuerpos elemen-

- talesusados ennuestro equipo son fundamentalmente especie-

especificosy es dificil que se detecte un fenémeno diferente a
lainfecciénpor C. pneumoniae.
En el género Chlamydialosepitoposmayoresde génerose
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localizanenel LPS. Este puede producirreacciones cruzadas
entre C. pneumoniaeyC. trachomatis, asi como de éstas con
enterobacterias [39]. Segiin diferentes autores, podria ser que
estasreaccionescruzadas fueranlacausade quela AT seasocie,
independientemente de lalocalizacién o gravedad, alaeleva-
cion deIgGoIgA anti-LPS [40,41] e inmunocomplejos circu-
lantes conLPS [42,43], que podrian preceder ono alaenferme-
dad enmeses [40,44]. Parareducirlareactividad cruzada, cuan-
doseeclaboralaprueba de ELISA, se utilizaun tratamiento del
antigeno con detergentesquelantes. Asi, Ladany etal [45]utili-
zan desoxicolato sédico y Ossewaarde et al [46],1aoxidacién
con periodatosédicoy tritén X100; perono tienen por qué ser,
desde el punto de vistatécnico, totalmente eficaces. EIELISA
recombinante de Medac usado en este trabajo es el Gnico test
disponible comercialmente basado enlautilizacién deun frag-
mento del LPS especifico de géneroy que, seginel fabricante,
esquimicamente definido ynohasido encontrado en enterobac-
terias. Sinembargo, nosotros no hallamos asociaciénentrela
IgG oIgA anti-LPS ylos procesos estudiados, lo que pone en
duda las afirmaciones del fabricante y discrepa con los otros
investigadores. Noobstante, masrecientemente, existenaporta-
ciones que estan en la linea denuestrosresultados, yaque dudan

delvalordelosanticuerpos anti-LPS paradetectar lainfeccién
[47,48].

Finalmentehay sefialar que, apesar de lamenoredad de los
enfermos con EM respecto del grupo control, se encontrd una
diferenciasignificativa de lalgG anti-MOMP. Ellono excluye
mayoresdiferenciassisehubieraestudiadounapoblaciéndeedad
comparable, yaquelaseroprevalencia, engeneral, seincrementa
conlaedad. Nuestrapoblacién de EM, sobrelabase desumenor
edad, posiblementetienereducidoelriesgode AT subyacente, la
cual podria sesgarlosresultados obtenidospara otraspoblacio-
nes. Cuandoseanalizaronlosanticuerposdetectadosalolargode
laenfermedad, nose obtuvouncomportamientohomogéneoque
hable a favor de incrementos con la evoluciénde ladolencia. Este
datopuede sercompatible con un estado de infeccién crénicapor
labacteria, enel quelaexacerbacionclinicanose relacionacon
latasadelgGanti-MOMP. Sinembargo, nose excluyequeotros
pardmetros noestudiados pornosotros, comolaleucoadenemiade
C. pneumoniae olalgA anti-MOMP, sisepuedanrelacionarcon
laevoluciéndelaenfermedad.

Enconclusién, se encontré unamayortasade IgG anti-MOMP
enlaEOAPyenla EM;no obstante, ellonoocurrié paralalgG
elgA anti-LPS.
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Resumen. Objetivos. Analizar, retrospectivamente, la sintesis de
anticuerpos frente a los antigenos MOMP y LPS de Chlamydia pneu-
moniae en pacientes con enfermedad oclusiva de las arterias perifé-
ricas (EOAP) y esclerosis multiple (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
yla IgG e Igd anti-LPS. La comparacion de las variables continuas
serealiz con laprueba U de Mann-Whitney. Las variables discretas
se analizaron con la prueba de Fischer bilateral exacta. Para com-
parar la evolucion de los anticuerpos en los enfermos con EM se
utilizé la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Resultados. Los
porcentajes de positividad, en los grupos 1 a 3, para la IgG anti-LPS
Jueron: 24,6%, 18,9% y 20,8%, respectivamente, sin que existieran
diferencias entre enfermos y controles. Tampoco hubo diferencias
paralalgd (29%, 29,7%y 25%, respectivamente). Si 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 enfer-
mos con EM, los resultados de la evolucion de los anticuerpos no
reflejaron una tendencia uniforme de las tasas de los diferentes
anticuerpos. Conclusién. Se encontré una mayor tasa de IgG
anti-MOMP en la EOAP y la EM; sin embargo, esto no ocurrio
para la IgG e Ig4 anti-LPS. [REV NEUROL 2001; 32: 501-5]
[htip://www.revneurol.com/3206/k060501.pdf]
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PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-CHLAMYDIA
PNEUMONIAE EM PROCESSOS VASCULARES
PERIFERICOS E NEUROLOGICOS

Resumo. Objectivos. Analisar, retrospectivamente, a sintese de
anticorpos contra os antigénios MOMP e LPS da Chlamydiapneu-
moniae em doentes com doenga oclusiva das artérias periféricas
(DOAP) e esclerose multipla (EM). Doentes ¢ métodos. Foram
estudadas 190 amostras de soro de doentes, sendo posteriormen-
te incluidos nos seguintes grupos: grupo 1: 66 amostras de ou-
tros tantos doentes com DOAP; grupo 2: 74 amostras de 31
doentes com EM (20 remitente-recorrente e 11 secunddria pro-
gressiva), e grupo 3: 50 amostras de individuos de controlo. Em
todas foram determinadas, por ELISA, a IgG anti-MOMP e a IsG
e IgA4 anti-LPS. A comparagdo das varidveis continuas foi reali-
zada pelo teste U de Mann-Whitney. As varidveis discretas foram
analisadas pelo teste de Fischer bilateral exacto. Para comparar
a evolugdo dos anticorpos nos doentes com EM utilizou-se o teste
de amplitude com sinal de Wilcoxon. Resultados. As percenta-
gens de positividade, nos grupos I a 3, para a IgG anti-LPS
Joram: 24,6%, 18,9% e 20,8%, respectivamente, sem que existis-
se diferencas entre doentes e controlos. Também ndo se verifica-
ram diferencas entre a Ig4 (29%, 29,7% e 25%, respectivamen-
te). Houve, porém, diferencgas na IgG anti-MOMP entre os doentes
eoscontrolos (grupo 1: 80,3%, grupo 2: 37,8% e grupo 3: 33,3%).
Nos doentes com EM, os resultados da evolugio dos anticorpos
ndo reflectiram uma tendéncia uniforme das taxas dos diferentes
anticorpos. Conclusfo. Encontrou-se um maior indice de IgG
anti-MOMP na DOAP e na EM; contudo, isto ndo se verificou
para a IgG e Ig4 anti-LPS. [REV NEUROL 2001; 32: 501-5]
[http://www.revneurol.com/3206/k060501.pdf]
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