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Los factores de riesgo clásicos para la ar-
teriosclerosis sólo explican el 60% de los
casos. Agentes tales como Chlamydophi-
la pneumoniae se han asociado reciente-
mente con la enfermedad1. Éste es un
patógeno respiratorio2 que se puede dise-
minar a lo largo del organismo desde esta
localización mediante los monocitos3. La
relación entre la infección por C. pneu-
moniae y la arteriosclerosis se ha analiza-
do mediante estudios observacionales y
experimentales. Desde 1988, más de 70
estudios prospectivos y de cohortes que han
utilizado muestras de suero han relacionado
los anticuerpos anti-Chlamydia pneumoniae
con la arteriosclerosis. Estos trabajos de-
muestran títulos elevados de anticuerpos y
complejos inmunitarios con lipopolisacá-
rido (LPS)4,5 en pacientes con arterioscle-
rosis sintomática, con o sin tratamiento
quirúrgico previo6. También se han publi-
cado estudios que muestran resultados
contrarios7-9. Más de 50 estudios han de-
tectado la presencia de la bacteria en teji-
do arteriosclerótico, aunque los intervalos
de positividad han sido muy diferentes1.
Por el contrario, algunos autores no han
detectado ADN de la bacteria o no la han
recuperado mediante cultivo celular9-12.
Asimismo, se ha encontrado el ADN en
leucocitos de sangre periférica, lo que pue-
de explicar su diseminación desde los pul-
mones al tejido vascular3,13. Los estudios
en animales han confirmado esto último y
pueden explicar la participación de la bac-
teria en el inicio o en el desarrollo de la ar-
teriosclerosis14,15. Se han puesto en mar-
cha varios ensayos clínicos (ACADEMIC,
WIZARD y ACES, entre otros) para cono-
cer el valor del uso de los antibióticos en la
prevención de las complicaciones secun-
darias de la placa de ateroma asociada
con esta infección16-18. No obstante, a pe-
sar de todo lo investigado, la mayor parte
de los trabajos anteriores estudian la aso-
ciación entre la infección por C. pneumo-
niae y la arteriosclerosis de las arterias co-
ronarias usando parámetros aislados que
no permiten la obtención de conclusio-
nes definitivas que puedan aplicarse en
el caso de la enfermedad arterial periféri-
ca oclusiva (EAPO). Por estas razones,
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FUNDAMENTO Y OBJETIVO: Estudiar la relación entre la enfermedad arterial periférica oclusiva y la
infección por Chlamydophila pneumoniae a través del estudio de muestras clínicas de 95 en-
fermos (casos) y 100 controles.
PACIENTES Y MÉTODO: Se investigaron mediante enzimoinmunoanálisis las inmunoglobulinas (Ig) G
y A frente al lipopolisacárido (LPS) y antígenos específicos de C. pneumoniae presentes en
cuerpos elementales (CE) purificados; mediante microinmunofluorescencia la IgG anti-CE; me-
diante reacción en cadena de la polimerasa semianidada, el ADN de C. pneumoniae en biop-
sias arteriales y leucocitos de sangre periférica; mediante enzimoinmunoanálisis el LPS, y la re-
cuperación de la bacteria en células Hep-2 desde biopsias arteriales.
RESULTADOS: Los valores obtenidos para la IgG anti-LPS en los grupos de casos y controles fue-
ron del 21 y el 14%, respectivamente, sin diferencias significativas; tampoco la hubo para la
IgA (el 22 y el 21%, respectivamente). Sí se encontraron diferencias para la IgG anti-CE entre
los casos (el 74 y el 72%, para el enzimoinmunoanálisis y la microinmunofluorescencia, res-
pectivamente) y los controles (el 31 y el 34%). No hubo diferencias para la IgA anti-CE. El
ADN de la bacteria se detectó en el 67% de las placas de ateroma (casos) y en el 12% de las
arterias pudendas (controles) (p = 0,0001). No se detectaron ADN y LPS de C. pneumoniae en
los leucocitos y biopsias arteriales, respectivamente. No se pudo recuperar la bacteria mediante
cultivo en el grupo de casos. 
CONCLUSIONES: Nuestros resultados asocian de manera significativa la enfermedad arterial perifé-
rica oclusiva con la infección por C. pneumoniae a través de la presencia de la IgG anti-CE en
suero y el ADN de la bacteria en biopsia arterial. 

Palabras clave: Enfermedad arterial periférica oclusiva. Arteriosclerosis. Chlamydophila
pneumoniae.

Relationship between the peripheral arterial occlusive disease and the infection by
Chlamydophila pneumoniae

BACKGROUND AND OBJECTIVE: The relationship between peripheral arterial occlusive disease
(PAOD) and Chlamydophila pneumoniae infection was studied by analyzing clinical samples
from 95 patients with PAOD (cases) and 100 controls. 
PATIENTS AND METHOD: The following investigations were conducted: IgG and IgA against
lipopolysaccharide (LPS) and against purified C. pneumoniae-specific antigens from elementary
bodies (EB) with ELISA; anti-EB IgG, with MIF; C. pneumoniae DNA in arterial biopsy and
peripheral blood leukocyte cells (PBLCs) with heminested PCR; LPS with ELISA; and bacteria
culture in HEp-2 cells from arterial biopsy.
RESULTS: The percentage of positive results in cases and controls groups for anti-LPS IgG was:
21% and 14%, respectively, with no differences; nor were there any differences with IgA (22
and 21%, respectively). However, differences were seen in the anti-EB IgG between cases
(74% and 72%, for ELISA and MIF, respectively) and controls (31% and 34%). There were no
differences in anti-EB IgA. Bacterial DNA was detected in 67% of atheromatous plaques
(cases) vs. 12% of pudendal arteries (controls) (p = 0.0001). No C. pneumoniae DNA and LPS
was detected in PBLCs and biopsic samples, respectively; and no C. pneumoniae strain could
be recovered by cell culture from cases.
CONCLUSIONS: On the basis of our results, PAOD is significantly associated with C. pneumoniae
infection through the detection of anti-EB IgG from serum and bacterial DNA from arterial
biopsy.

Key words: Peripheral arterial occlusive disease. Atherosclerosis. Chlamydophila pneumoniae.
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hemos estudiado estos parámetros simul-
táneos para conocer la posible relación
que existe entre este proceso clínico y la
infección por esta bacteria, a través del es-
tudio de los anticuerpos específicos, antí-
genos y ADN, y su cultivo en líneas celula-
res. El estudio de todos estos parámetros
permitirá conocer mejor la participación
de la infección en la génesis de la placa
de ateroma de la EAPO.

Pacientes y método
Se utilizó un diseño de casos y controles, siendo con-
siderados los primeros (pacientes con EAPO) poten-
cialmente susceptibles de estar infectados por la bac-
teria. Todos los sujetos carecían de procesos clínicos
autoinmunitarios, pulmonares, genitales o infecciosos
e inflamatorios en el momento de ser estudiados en el
Hospital Universitario San Cecilio de Granada.
El grupo de casos estaba constituido por 95 pacien-
tes consecutivos (70 varones y 25 mujeres), con una
media (desviación estándar) de edad de 66 (8) años
(tabla 1), con EAPO (diagnosticada por electrocardio-
grama basal, eco-Doppler y manifestaciones clínicas
compatibles con criterios de claudicación intermiten-
te en estadio III de Fontaine)19, que precisaron ciru-
gía revascularizadora. Este grupo incluyó a 41 sujetos
con estenosis grave de carótida, a 18 con enferme-
dad oclusiva de aorta abdominal infrarrenal o ilíaca, a

20 con enfermedad oclusiva femoropoplítea y a 16
con aneurisma de aorta abdominal infrarrenal de
más de 5 cm de diámetro. A partir de ellos se obtu-
vieron muestras de suero y tejido vascular arterioscle-
rótico y en 15 pacientes, además, los leucocitos de
sangre periférica. Las muestras clínicas se recogieron
entre enero y junio de 2002. Solamente 4 pacientes
se negaron a participar en este estudio. 
El grupo de controles estaba constituido por 100 pa-
cientes (80 varones y 20 mujeres), con una edad me-
dia (DE) de 60 (3) años (tabla 1) reclutados entre los
que se sometían a cirugía por insuficiencia venosa
crónica de grados C2 o C3 de la clasificación CEAP,
consistente en safenectomía bajo anestesia regional o
general. Previamente se sometió a todos ellos a estu-
dio general en el Departamento de Anestesia median-
te electrocardiograma, radiografía de tórax y análisis
hematológico y bioquímico. Todos los controles tenían
un riesgo anestésico ASA I o II y se excluyó a aquellos
con enfermedad coronaria o renal. Simultáneamente
se sometió a estos sujetos a exploración circulatoria
para confirmar la presencia de pulsos distales, pedio
o tibial posterior. Mediante eco-Doppler carotídeo la
estenosis fue inferior al 20%. Este grupo fue seleccio-
nado después de conocer en los casos la edad, el
sexo, el consumo de tabaco y el número de sujetos
por encima de los 60 años. En 50 de los controles, en
el curso de la cirugía de varices se obtuvo 1 cm de la
arteria pudenda externa y de la vena safena varicosa.
Finalmente, se obtuvo una muestra de suero de todos
los sujetos. Las muestras clínicas se recogieron entre
septiembre de 2002 y enero de 2003. En este grupo,
15 pacientes se negaron a participar.

Hubo un total cegamiento en el procesado y análisis
retrospectivo de todas las muestras estudiadas. En
todos los sujetos se determinó la inmunoglobulina
(Ig) G anticuerpo elemental (CE) mediante microin-
munofluorescencia (MIF), además de la IgG e IgA
anti-CE y anti-LPS mediante enzimoinmunoanálisis.
La investigación del ADN de C. pneumoniae se reali-
zó en 180 biopsias vasculares (80 casos y 50 contro-
les), así como en los leucocitos de sangre periférica
de 15 casos. El LPS de Chlamydiaceae y la recupera-
ción de la bacteria en células Hep-2 se investigó en
las biopsias de los 80 casos anteriores. 
Las biopsias se lavaron con suero fisiológico para eli-
minar los restos de sangre y se colocaron en medio
SPG-2. Se mantuvieron a 4 °C hasta su recogida (un
máximo de 4 h) o se congelaron inmediatamente a
–20 °C durante 12 a 16 h y luego a –80 °C hasta su
posterior procesamiento. Los leucocitos se conserva-
ron de igual forma después de su separación de los
otros componentes de la sangre. Las muestras de sue-
ro se congelaron a –20 °C hasta su posterior análisis. 
El Comité Ético del hospital aprobó el estudio y todos
los sujetos firmaron su consentimiento informado.
Se consideraron en el estudio los siguientes datos ana-
líticos y clínicos: sexo, exposición al tabaco, obesidad
(superior al 30% del peso teórico), presión arterial sis-
tólica, hipertensión, concentración plasmática de co-
lesterol, hipercolesterolemia, concentración plasmática
de triglicéridos e hipertrigliceridemia. Los fumadores
actuales y los ex fumadores que habían fumado más
de 10 años se consideraron expuestos al tabaco. 
Se determinaron los valores de fibrinógeno (P-T Fibri-
nogen HS, Italia) antes de la cirugía, así como el títu-
lo de IgG anti-CE mediante MIF (C. pneumoniae, MRL 
Diagnostics, EE.UU.)20. Se consideraron positivos tí-
tulos de la muestra iguales o superiores a 1/32. Las
muestras se estudiaron por duplicado para confirmar
la validez de los resultados. Las lectura (microscopio
de fluorescencia Olympus BX40F4, Japón, a ×400) e
interpretación de los resultados de los portas las rea-
lizó un solo investigador con experiencia.
Para la determinación de IgG e IgA anti-CE se usó un
enzimoinmunoanálisis comercial que emplea un
complejo de membrana externa de Chlamydophila
(C. pneumoniae IgG, Vircell, España)21. Para ello, la
cepa de C. pneumoniae 2023 (ATCC 1356 VR) cre-
ció en células Hep2 con 1 µg/ml de cicloheximida. El
antígeno se obtuvo a partir de CE purificados por tra-
tamiento con 10 mmol de fosfato sódico con sarcosil
al 2%, 1,5 mmol de ácido etilendiaminotetraacético y
0,14 mmol de NaCl. Placas de 96 pocillos (Nunc Ma-
xisorb, Dinamarca) se recubrieron con el antígeno
anterior (0,2 µg/pocillo) en 8,5 mmol de PBS. Se dis-
pensaron en cada pocillo 100 µl del suero diluido a
1/20 y se incubó a 37 °C durante 45 min. En el caso
de la IgA la muestra se diluyó con anti-IgG (Dade-
Behring Diagnostics Inc., Alemania). En un segundo
paso, se añadieron 100 µl de una anti-IgG o anti-IgA
humana conjugada con peroxidasa y se incubó a 37
°C durante 30 min. Como sustrato se usaron 100 µl
de tetrametilbencidina y la reacción se detuvo tras 20
min con 50 µl de ácido sulfúrico (0,5 mol). Las ab-
sorbancias se midieron a 450/620 nm.
La determinación de IgG e IgA anti-LPS se realizó
también mediante enzimoinmunoanálisis (Chlamy-
dien-rELISA, Medac, Alemania). Como antígeno se
empleó un fragmento específico del LPS de clami-
dias, químicamente definido, fijado a pocillos de una
placa de microtitulación (Nunc Maxisorb). Los sueros
se diluyeron a 1/100 y se añadieron 50 ml por pocillo
(por duplicado). Tras 60 min de incubación a 37 °C,
se añadieron 50 ml de IgG de cabra, anti-IgG o anti-IgA
humana según fuera el análisis, conjugada con peroxi-
dasa, y se incubó durante 60 min. A continuación, se
añadieron a cada pocillo 50 ml de ABTS/H2O2 y se
dejó incubar 30 min. Finalmente, se detuvo la reac-
ción con 0,5 mol de H2SO4 y se leyó mediante espec-
trofotómetro a una longitud de onda de 450/620 nm.
Todos los ensayos incluyeron controles positivos, po-
sitivos límite (por duplicado) y negativos. Los resulta-
dos de las 4 pruebas anteriores se expresaron como
índices, dividiendo la absorbancia de la muestra por
la del positivo límite. Los índices inferiores a 0,9 se
consideraron negativos; de 0,9 a 1,1, dudosos, y ma-
yores de 1,1, positivos. Las muestras con un resulta-
do dudoso se repitieron y el nuevo valor se consideró
definitivo en caso de ser positivo o negativo. Si se ob-
tenía de nuevo dudoso, entonces se excluyó. Para
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TABLA 1

Características clínicas de los 95 sujetos con enfermedad arterial periférica
oclusiva (casos) y los 100 sujetos controles

Casos Controles p
(n = 95) (n = 100)

Edad media (DE), años 66 (8) 60 (3) < 0,0001a

Mayores de 59 años (primer cuartil) 84,4% 76% 0,261b

Varones 73,7% 80% 0,967b

Fumadores (antes o actualmente) 71,9% 60% 0,182b

Diabetes mellitus 31,3% 4% < 0,0001c

Hipertensión 53,1% 8% < 0,0001b

Hipercolesterolemia 29,7% 4% < 0,0001c

Hipertrigliceridemia 28,1% 8% 0,007b

Obesidad 26,6% 28,2% 0,864b

DE: desviación estándar. aPrueba de la t de Student; bprueba de la χ2; ctest de Fisher.

Fig. 1. Visualización en gel
de agarosa de la amplifica-
ción del ADN de C. pneu-
moniae.
Columna 1: Pm 154-2.176
pb, columna 2: control ne-
gativo; columna 3: control
positivo; columna 4: mues-
tra negativa; columna 5:
Pm 8-578 pb.
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mayor precisión de los resultados obtenidos, se auto-
matizó el proceso con la ayuda de un diluidor de
muestras de suero (Tecan Megaflex, Austria) y un
procesador de placas de enzimoinmunoanálisis (Da-
deBehring, BEP III, Alemania). Antes de la evalua-
ción de los resultados el 10% de las muestras se
analizó de nuevo y se obtuvo el mismo resultado.
Para la detección del ADN de C. pneumoniae en biop-
sias vasculares se siguió una técnica que es una modifi-
cación de nuestro grupo de trabajo22 de la inicialmente
descrita por Campbell et al23. Las muestras se homoge-
neizaron con tampón de lisis celular y de ellas se extrajo
el ADN por digestión enzimática con proteinasa K. La
cantidad de ADN se homogeneizó entre 50 y 100
ng/ml. La primera reacción en cadena de la polimerasa
se realizó con los cebadores HL1: GTTGTT-CATGA-
AGGCCTACT, y HR1: TGCATAACCTACGGTGTGTT (TIB
MolBiol, Alemania), usando un termociclador Eppen-
dorf Mastercycler, que produjo un fragmento de 437
pares de bases. Sobre este producto se realizó una se-
gunda reacción en cadena de la polimerasa, utilizando
de nuevo el cebador HR1 y el HM1: GTGTCATTCGC-
CAAGGTTAA (TIB MolBiol). El resultado de esta segun-
da amplificación produjo un fragmento de 229 pares
de bases. La lectura se hizo mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. Como
control interno de amplificación y de extracción del
ADN se utilizaron cebadores para el gen de la betaacti-
na (fig. 1). En el procedimiento se siguieron medidas
estrictas para evitar la contaminación24.
Para la detección del ADN de C. pneumoniae en leu-
cocitos de sangre periférica, éstos fueron previamente
separados25 y para la detección del ADN se utilizó el
mismo método que en las biopsias, salvo que no se
empleó el tampón de lisis para la extracción del ADN.
La investigación del LPS de Chlamydiaceae en placas
de ateroma se realizó mediante una prueba de enzi-
moinmunoanálisis (MicroTrack II, DadeBehring Diag-
nostics Inc.) previamente descrita26. En ella las
muestras y los controles se trataron inicialmente con
tampón de extracción a temperatura ambiente du-
rante 2 h para facilitar la liberación del LPS. No se
aportan los resultados de la validación de esta prue-
ba en muestras de biopsia arterial.
Para el cultivo celular de C. pneumoniae en placas
de ateroma se utilizó el método de centrifugación y
cultivo propuesto por Maass y Harig27, con algunas
modificaciones. Para ello se cultivaron 3 muestras de
cada sujeto de maneras diferentes: una se incubó
durante 96 h a 37 °C; otra se centrifugó 3 veces a
días alternos (durante 45 min a 800 g), cambiando el
medio de cultivo tras cada centrifugación, y la tercera
se subcultivó 11 veces. Las monocapas de células
inoculadas se observaron mediante MIF directa con
anticuerpos monoclonales de ratón anti-LPS (IMA-
GEN Chlamydia, DAKO, Alemania). 

Análisis estadístico

La hipótesis nula de este estudio estuvo representada
por la demostración de que la infección por C. pneu-
moniae no se relaciona con la presencia de la EAPO.
El tratamiento estadístico se llevó a cabo mediante el
programa SPSS versión 11.5.1 (SPSS Inc., 1989-
2002). El análisis de regresión logística exacta, para
conocer la participación de la bacteria en la presencia
de la placa de ateroma, se realizó mediante el progra-
ma LogXact (Civel Software Corporation, version 2.1,
1996). La prueba de Hosmer-Lemeshow se usó para
ajustar el modelo. El grado de correlación entre varia-
bles se analizó mediante la r de Pearson. La compara-
ción de las variables continuas entre enfermos y con-
troles se realizó mediante la prueba de la t de Student.
Las variables discretas se analizaron mediante la prue-
ba de Fischer bilateral exacta y de la χ2. La capacidad
de los anticuerpos anti-C. pneumoniae para predecir
la infección de la placa de ateroma se determinó me-
diante el cálculo de los valores predictivos sobre el nú-
mero de biopsias analizadas de casos y controles. 

Resultados

Se obtuvieron muestras adecuadas para
el análisis a partir de 195 sujetos que
participaron en el estudio, sin pérdida ac-
cidental o destrucción.

Las características clínicas de los sujetos
se reflejan en la tabla 1. No hubo diferen-
cias significativas en la distribución de
edad por encima del percentil 25, sexo y
exposición al tabaco entre los 2 grupos.
La edad media de los casos fue 6 años
mayor que la de los controles. Hubo dife-
rencias entre grupos en las covariables
estudiadas. La diabetes mellitus, hiper-
tensión, hipercolesterolemia e hipertrigli-
ceridemia fueron más frecuentes en los
casos que en los controles. No hubo dife-
rencias significativas para la obesidad.
Para realizar un estudio multivariante que
analice el valor de la presencia de C.
pneumoniae como factor de riesgo de ar-
teriosclerosis, que en este estudio es si-
milar a pertenecer al grupo de casos o de
controles, y teniendo en cuenta el tama-
ño de la muestra, se aplicó la prueba de
regresión logística exacta (tabla 2). El
único factor identificado clara y fuerte-
mente como significativo fue el hecho de
pertenecer al grupo de casos o controles
(odds ratio [OR] = 18,055; intervalo de
confianza [IC] del 95%, 4,260-76,527).

El alto valor de la OR estimada en este
caso puede explicarse por una sobresti-
mación debida al tamaño pequeño de la
muestra e intensa relación entre los fac-
tores de riesgo. La bondad del modelo se
ajustó usando la prueba de Hosmer-Le-
meshow, que no fue no significativa (χ2 =
12,742; p = 0,121; 8 grados de libertad).
Además, cuando se analizaron los valo-
res extremos y de peso, no se detectó su
presencia.
Los valores de fibrinógeno fueron de
367,69 (96,81) mg/dl en los casos frente
a 355 (79,11) mg/dl en los controles, sin
diferencias significativas (p = 0,454; t). El
valor del tercer cuartil fue de 422,25
mg/dl; el 26,6% de los casos mostró va-
lores por encima de este valor, frente al
22% de los controles, sin diferencias sig-
nificativas (p = 0,574; χ2). La OR para el
fibrinógeno por encima del percentil 75
fue de 1,282 (IC del 95%, 0,538-3,058).
En la tabla 3 se muestra la proporción de
muestras en las que se detectaron los
anticuerpos en los diferentes grupos de
estudio. En los casos se encontró un ma-
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TABLA 3

Muestras con resultados positivos en las pruebas para detección de anticuerpos 
en los diferentes grupos estudiados

Grupos (muestras)

N.o de muestras positivas (%) N.o de muestras positivas (%)
en los casos (n = 95) en controles (n = 100)

IgG anti-CE (microinmunofluorescencia) 68 (71,6) 34 (34)
IgG anti-CE (enzimoinmunoanálisis) 70 (73,7) 31 (31)
IgA anti-CE (enzimoinmunoanálisis) 11 (11,6) 11 (11)
IgG anti-LPS (enzimoinmunoanálisis) 10 (21,1) 14 (14)
IgA anti-LPS (enzimoinmunoanálisis) 21 (22,1) 21 (21)

Ig: inmunoglobulina; casos: enfermedad arterial periférica oclusiva; CE: cuerpo elemental de C. pneumoniae; LPS: lipopolisacárido.

Variables Significación OR IC del 95% para OR

Casos/controles 0,000 18,055 4.260 76.527
Varón 0,410 1.844 0,430 7.901
> 62 años 0,462 0,654 0,212 2.025
Fumador 0,944 1,044 0,315 3.464
Hipercolesterolemia 0,417 1,675 0,482 5.828
Hipertrigliceridemia 0,586 0,698 0,191 2.549
Hipertensión 0,233 0,483 0,146 1.596
Diabetes mellitus 0,942 0,954 0,264 3.441
Obesidad 0,758 1,185 0,401 3.500

TABLA 2

Regresión logística

IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio.

TABLA 4

Distribución de los resultados con las diferentes pruebas para 
detectar los anticuerpos según los subgrupos de sujetos con enfermedad arterial
periférica oclusiva

Aneurisma (%) Aórtica (%) Femoral (%) Carótida (%) p (χ2)

Microinmunofluorescencia IgG anti-CE 62,5 77,8 90 69,2 0,240
Enzimoinmunoanálisis IgG anti-CE 62,5 61,1 85 76,9 0,227
Enzimoinmunoanálisis IgA anti-CE 6,7 11,1 0 15,0 0,142
Enzimoinmunoanálisis IgG anti-LPS 25 22,2 25 7,7 0,369
Enzimoinmunoanálisis IgA anti-LPS 18,8 22,2 30 19,2 0,817
ADN Positivo 56,3 66,7 65 69,2 0,954

Ig: inmunoglobulina; CE: cuerpo elemental de C. pneumoniae; LPS: lipopolisacárido.
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yor número de muestras con IgG anti-CE
(mediante MIF y enzimoinmunoanálisis)
(p < 0,001; χ2), con una OR de 11,31 (IC
del 95%, 4,696-27,236) para la MIF y de
15,75 (IC del 95%, 6,126-40,495) para
el enzimoinmunoanálisis. En la tabla 4 se
exponen los resultados referidos a los
subgrupos clínicos de los casos, que
muestran una distribución uniforme.
No se detectó ADN de C. pneumoniae en
los leucocitos. En las biopsias se detectó
mayor cantidad de ADN en los casos (52
de las 80 muestras; 65%) que en los
controles (6 de las 50 muestras; 12%),
de forma estadísticamente significativa (p
< 0,0001; χ2) (fig. 2). La presencia fue
uniforme en todos los subgrupos de estu-
dio (tabla 4). En la comparación estadísti-
ca, no se consideró la detección de ADN
de C. pneumoniae en la vena safena. Éste
estuvo presente en 2 muestras (4%), co-

existiendo con ADN de la bacteria en la
arteria pudenda externa correspondiente. 
La comparación entre los resultados de
las pruebas para detectar la IgG anti-CE,
mediante MIF y enzimoinmunoanálisis,
puso de manifiesto una buena correla-
ción (r de Pearson = 0,582, p = 0,001).
En la tabla 5 se reflejan los valores pre-
dictivos de los anticuerpos anti-C. pneu-
moniae cuando detectan la infección de
la biopsia vascular a través de la presen-
cia del ADN de la bacteria. La IgG anti-
CE presentó los mayores valores predicti-
vos positivos. Ninguna de las pruebas
presentó un valor predictivo negativo alto.
En la tabla 6 se refleja la relación entre la
presencia de anticuerpos frente a CE y el
ADN de la bacteria. Entre la IgG y el ADN
de la bacteria el grado de correlación fue
bajo y estadísticamente significativo. La
IgA no se correlacionó con la IgG o la de-
tección genética. 
La bacteria no se pudo recuperar me-
diante cultivo celular en ninguna de las
muestras. Sólo una muestra de los casos
mostró un resultado positivo en la detec-
ción del LPS (1,25%) que correspondió a
un sujeto sin anticuerpos anti-C. pneu-
moniae ni ADN de C. pneumoniae.

Discusión

Este trabajo se diseñó como un estudio
de la infección crónica por C. pneumo-
niae en la EAPO. Nuestros hallazgos apo-
yan su existencia, ya que se encontró,
entre otros, una tasa de anticuerpos en
los enfermos significativamente superior
a la de la población control.

En primer lugar queremos destacar la no-
vedad que representa el diseño del estu-
dio, por lo ajustado de los casos y contro-
les, así como por la utilización de sujetos
con procesos no coronarios en los que se
aplican pruebas nuevas de inmunodiag-
nóstico y genéticas. No obstante, es ne-
cesario proceder a evaluar varios pará-
metros antes de extraer conclusiones
definitivas. La selección de la población
objeto del estudio fue compleja, sobre
todo la del grupo control, con sujetos ma-
yores de 65 años, en los que se obtuvo
una biopsia de arteria. Éstos se seleccio-
naron después de la obtención de los ca-
sos para localizar a los sujetos con 2 fac-
tores de riesgo importantes, la edad y el
sexo. Aunque la edad del grupo de casos
fue 6 años mayor que la de controles, el
modelo de estudio fue comparable. Los
controles también se emparejaron en re-
lación con el hábito tabáquico, evitando
los posibles errores referidos en la biblio-
grafía28. En relación con la prueba de
MIF, la dilución inicial de las muestras
coincide con la usada en la mayor parte
de los estudios20 para conseguir una sen-
sibilidad y especificidad adecuadas. 
Aunque son menos frecuentes los estudios
basados en la utilización de la microscopia
electrónica29, sí son más numerosos los
que utilizando la investigación de los anti-
cuerpos han relacionado de manera positi-
va30-32 o negativa8,33 la EAPO con la infección
por C. pneumoniae. Nosotros encontramos
una relación entre la presencia de IgG
anti-CE y la EAPO, pero no con la IgA anti-
CE y anti-LPS y la IgG anti-LPS. De igual
forma que se ha descrito para Chlamydia
trachomatis34, si existe una infección de la
placa de ateroma por C. pneumoniae,
ésta debe de ser crónica. En ella la bac-
teria se replicaría en menor intensidad
que en los procesos agudos y expresaría
poco LPS, con presencia de anticuerpos
persistentes. Por otro lado, se ha demos-
trado una vida media más corta para los
anti-LPS en comparación con los anti-CE,
lo que dificultaría la detección de los pri-
meros, especialmente en las infecciones
crónicas como la EAPO6,34. Nuestros re-
sultados para la IgA anti-CE son compa-
rables con los estudios recientes que re-
fieren una escasa presencia en estos
enfermos33,36,37. Pensamos que el sistema
inmunológico puede reconocer el CE an-
tes de su llegada al endotelio vascular.
Esto puede ocurrir, entre otros, durante
el transporte por los leucocitos de sangre
periférica y la salida de los CE durante la
replicación. El importante componente
proteico del CE hace que sean suficien-
tes los escasos estímulos antigénicos de-
rivados del mismo. Los valores de OR
obtenidos son superiores a otras aporta-
ciones previas; sólo pocos estudios han
mostrado OR en el rango elevado, aun
considerando la amplia variabilidad de
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Fig. 2. Detección de ADN
de C. pneumoniae en di-
ferentes muestras de teji-
do vascular.

TABLA 5

Valores predictivos de las pruebas 
que detectan los anticuerpos 
anti-C. pneumoniae para predecir 
la infección de la placa de ateroma

VPP VPN

IgG anti-CE
(microinmunofluorescencia) 0,724 0,417

IgG anti-CE
(enzimoinmunoanálisis) 0,724 0,333

IgA anti-CE
(enzimoinmunoanálisis) 0,052 0,153

IgG anti-LPS
(enzimoinmunoanálisis) 0,172 0,236

IgA anti-LPS
(enzimoinmunoanálisis) 0,259 0,306

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
CE: cuerpo elemental; LPS: lipopolisacárido. 

N.o de sujetos Correlación OR
Muestras con anticuerpos con ADN r (Pearson) p (IC del 95%)

IgG anti-CE (microinmunofluorescencia) 37 0,368 0,0001 4,93 (2,17-11,21)
IgG anti-CE (enzimoinmunoanálisis) 36 0,423 0,0001 6,23 (2,73-14,21)
IgA anti-CE (enzimoinmunoanálisis) 3 –0,144 0,112 0,36 (0,09-1,38)

TABLA 6

Grado de correlación entre la presencia de anticuerpos y el ADN de la bacteria 
en la placa de ateroma

Ig: inmunoglobulina; CE: cuerpo elemental; OR: odds rratio; IC: intervalo de confianza.
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éstos en los diversos estudios. No hay re-
ferencias en la bibliografía de OR por en-
cima de 10, aunque el uso de esta técni-
ca está poco extendida37-40. No obstante,
la presencia significativa de la IgG anti-
CE se puede deber a otras causas que
pueden enmascarar los resultados: a) la
colonización de las vías respiratorias altas
puede incrementar la IgG e IgA6, aunque
se excluyó la presencia de enfermedad
respiratoria en todos los sujetos; b) se ha
descrito la infección por esta bacteria sin
seroconversión41, y c) el resultado obteni-
do en el laboratorio se puede deber a
una respuesta inmunológica heterotípica
ocasionada por similitud antigénica con
otras especies de Chlamydiaceae, bacilos
gramnegativos o proteínas de shock tér-
mico humanas. Todo esto se debería al
uso de epítopos de la bacteria pobremen-
te caracterizados en los equipos de diag-
nóstico utilizados. Además, si hay restos
del LPS en los CE empleados, se pueden
producir resultados erróneos de los anti-
cuerpos anti-CE detectados42. Finalmen-
te, es preciso señalar que los valores de
fibrinógeno detectados fueron ligeramen-
te superiores en los enfermos con EAPO,
aunque sin diferencias significativas. En
este sentido, los diferentes autores no
han obtenido datos concluyentes43,44.
Una de las novedades de este estudio
fue la extracción de un trozo de arteria
pudenda externa en la cirugía de varices
convencional. Esto supuso una actuación
mínima, ya que esta arteria se puede li-
gar con facilidad si se requiere y no hubo
ninguna complicación clínica. Aunque la
histología de esta arteria es diferente de
la carótida o femoral y raramente sufre
arteriosclerosis, pensamos que represen-
ta un mejor grupo control, al ser una ar-
teria de un sujeto vivo, que las muestras
obtenidas de cadáveres45-47. Además, se
aproxima más a un estudio real de casos
y controles empleando sujetos compara-
bles. Nosotros aplicamos una prueba de
reacción en cadena de la polimerasa se-
mianidada para intentar mejorar la sensi-
bilidad y especificidad de los resultados
previamente obtenidos por Campbell et
al23. Con ella obtenemos un porcentaje
elevado (65%) de resultados positivos en
pacientes con estenosis de la arteria ca-
rótida, aorta infrarrenal o femoropoplítea.
Los valores obtenidos fueron similares a
los de Dobrilovic et al48 en estenosis de
arteria ilíaca y aneurisma aórtico abdomi-
nal. En los estudios en los que se emple-
an como controles las arterias aparente-
mente sanas de los sujetos, el ADN de la
bacteria se detectó entre el 15 y el 61%
de los casos y el 0 y el 5% de los contro-
les45,49. Nosotros encontramos ADN en el
65% de los casos y en el 12% de los
controles. No podemos justificar la pre-
sencia de ADN en las arterias control, en
las que en 4 de las 6 el sujeto tenía unos

títulos de IgG inferiores a 1/32, aunque
esta situación ya se ha descrito47,49,50.
Tampoco somos capaces de explicar la
presencia de ADN en 2 de la 50 venas
estudiadas. Las venas varicosas tienen
cierto grado de inflamación51 y el ADN
puede proceder de las células de la pa-
red. Hasta la fecha no se ha realizado
ningún estudio con un grupo control vivo,
emparejado a los casos, para poder com-
parar nuestros datos.
No encontramos una gran relación entre
la presencia de ADN y anticuerpos, y sólo
para la IgG anti-CE. De forma similar, muy
pocos estudios han encontrado una rela-
ción entre el ADN y la presencia de anti-
cuerpos, y siempre con un tamaño de
muestra superior al nuestro37,40.
Finalmente, no detectamos ADN en los
leucocitos de sangre. Este resultado  coin-
cide sólo con el de Ong et al12 y difiere del
obtenido por otros autores, que detectaron
la presencia del ADN en hasta el 60% de
los casos36. Esta diferencia se podría de-
ber a los diferentes métodos usados en la
separación de las células y en el tamaño
de la población. Además, los problemas
en la conservación de las muestras y una
escasa cantidad de ADN pueden ocasio-
nar resultados falsamente negativos52,53.
Teniendo en cuenta los resultados obteni-
dos en la detección del LPS y los anticuer-
pos anti-LPS, el resultado positivo obteni-
do para el LPS pudo corresponder a un
falso positivo. Basándonos en la hipótesis
anteriormente señalada sobre la escasa
síntesis de LPS y anticuerpos anti-LPS, la
reducida presencia de aquél es compren-
sible, aunque puede estar presente en los
inmunocomplejos circulantes, lo que difi-
culta su detección. Además, la extracción
del LPS es un procedimiento difícil, espe-
cialmente en los tejidos calcificados. Ésta
es la primera aportación de la aplicación
de este equipo sobre muestras de biopsia
arterial, por lo que no es posible la compa-
ración con otros estudios.
Varios autores han aislado la bacteria
desde la pared arterial, pero no utilizan
grupos control en sus estudios54, por lo
que no se puede establecer una relación
definitiva. No obstante, el escaso aisla-
miento de la bacteria demuestra la com-
plejidad de esta prueba y su escasa via-
bilidad54,55.
Para saber si la infección es un factor de
riesgo independiente de factores como la
hiperlipemia, el uso del tabaco, la hiper-
tensión, la diabetes o la historia familiar de
la enfermedad, se necesita conocer el me-
canismo de acción por el que C. pneumo-
niae produce arteriosclerosis, y si la bacte-
ria causa el daño inicial o acelera y agrava
una lesión ateromatosa previa. La contri-
bución más importante de este estudio
deriva del análisis simultáneo de diferen-
tes pruebas que buscan la relación entre
la infección por C. pneumoniae y EAPO.

Los resultados obtenidos por nosotros de-
rivan de su reconocimiento por el sistema
inmunológico, durante su supuesto trans-
porte por los leucocitos, y la detección de
la bacteria a través de su ADN. Basándose
en esto se podría concluir que, de manera
significativa, la infección por C. pneumo-
niae está relacionada con la EAPO, como
lo demuestra una mayor presencia de IgG
anti-CE y de ADN de la bacteria. 
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