
Med Clin (Barc). 2006;126(19):721-7 721

Los factores de riesgo clásicos para la 
arteriosclerosis sólo explican el 60% de
los casos. Nuevos agentes, tales como
Chlamydia pneumoniae, se han asociado
con la enfermedad. Hasta la fecha se ha
investigado de forma importante la posi-
ble relación entre la arteriosclerosis, fun-
damentalmente localizada en las arterias
coronarias, y la infección por C. pneumo-
niae1-3. Sin embargo, son menos numero-
sos los estudios en sujetos con enferme-
dad arterial periférica (EAP). Con esta
distinción se ha querido diferenciar este
proceso de la enfermedad coronaria, ya
que, en primer lugar, parece que la en-
fermedad coronaria y la periférica son
procesos con una patogenia diferente y,
en segundo lugar, se han realizado pocos
estudios hasta la fecha, bien caracteriza-
dos, sobre la EAP que analicen esta rela-
ción4. Respecto de la patogenia de la ar-
teriosclerosis, podemos decir que la EAP
comparte cualitativamente muchos de los
factores de riesgo con la enfermedad co-
ronaria para la aparición de la placa de
ateroma. Sin embargo, la frecuencia de
presentación de aquéllos es diferente5. 
Acerca de la asociación entre la EAP y la
infección por esta bacteria se han publi-
cado algo más de 40 estudios6-48, caracte-
rizados por contar con un grupo de casos
y controles y métodos analíticos bien defi-
nidos, en los que se analiza, mediante al-
guna prueba independiente, esta relación.
De éstos, se puede concluir que existe, de
forma estadísticamente significativa4, una
asociación cuando se utilizan pruebas in-
munohistoquímicas9, de reacción en ca-
dena de la polimerasa (PCR) anidada en
biopsias de arterias43, estudios de PCR en
muestras no arteriales7, pruebas de enzi-
moinmunoanálisis26, microinmunofluores-
cencia (MIF) para detectar títulos altos de
inmunoglobulina (Ig) G e IgA38, y otros
métodos directos de detección de la bac-
teria diferentes de los anteriores35. Sin em-
bargo, no se ha encontrado asociación
cuando se ha empleado la PCR simple en
biopsias arteriales37, en las pruebas de
MIF que detectan IgG en concentraciones
bajas11 o IgM23, y en los estudios de enzi-
moinmunoanálisis para detectar IgM44,45.
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FUNDAMENTO Y OBJETIVO: Se estudian, en sujetos con enfermedad arterial periférica, los tipos de
anticuerpos frente a Chlamydia pneumoniae y su relación con la presencia de la bacteria. 
PACIENTES Y MÉTODO: Se ha realizado un estudio en 68 casos y 50 controles en los que se investiga-
ron en suero las inmunoglobulinas (Ig) G y A frente a C. pneumoniae mediante Western-blot (co-
mercial y no comercial), enzimoinmunoanálisis y microinmunofluorescencia (MIF), así como el
ADN de la bacteria en biopsia de tejido vascular mediante reacción en cadena de la polimerasa.
RESULTADOS: Mediante Western-blot comercial se encontró, en los casos, una presencia signifi-
cativa de IgG anti-39 kDa y anti-54 kDa, que se relacionaron con los resultados obtenidos me-
diante MIF y con la presencia de ADN de C. pneumoniae; así como de IgA antilipopolisacárido,
anti-92 kDa y anti-Hsp60 kDa, que se relacionaron con la presencia de ADN. Mediante Wes-
tern-blot no comercial destacó la presencia significativa, en los casos, de las bandas de 128,8
y 9,2 kDa para la IgG, que se asoció con la existencia de ADN; también se detectaron en los
casos bandas de IgG de 70,8, 58,9, 47,9, 47,5, 18,4, 12,1, 10,6, 8,1 y 7,6 kDa; asimismo
se detectó ADN cuando se observaron las bandas de 54,6 y 1,1 kDa de IgG, y las bandas de
79,4, 50,1 y 18,4 kDa de IgA.
CONCLUSIONES: En los sujetos con enfermedad arterial periférica se encontró una respuesta sero-
lógica, mediante Western-blot, más importante frente a determinadas proteínas de la bacteria.
Esto podría reflejar una fase inicial con presencia de ADN e IgG específica. Posteriormente,
aun en ausencia de la bacteria, podría existir una enfermedad inmunomediada con presencia
de IgA e IgG. 

Palabras clave: Enfermedad arterial periférica. Chlamydophila pneumoniae. Anticuerpo. ADN.

Description of immunogens of Chlamydia pneumoniae recognized by serum 
of individuals with peripheral artery disease

BACKGROUND AND OBJECTIVE: The relationship between antibodies to C. pneumoniae and presence
of the bacteria was studied in individuals with peripheral arterial disease. 
PATIENTS AND METHOD: An observational analytical, case-control study was performed in 118 pa-
tients (68 cases, 50 controls) to investigate immunoglobulin (Ig) G and A against C. pneumoniae
in serum, using Western-blot (commercial and no commercial methods), ELISA and MIF; DNA of
the bacteria in vascular tissue biopsy specimens was studied by polymerase chain reaction.
RESULTS: Using commercial Western-blot, significant presence of IgG anti-39 kDa and anti-54
kDa was found in cases and was related to MIF results and C. pneumoniae DNA findings; IgA
anti-LPS, anti-92 kDa and anti-Hsp60 kDa were also found and related to DNA presence.
Using no commercial Western-blot, significant presence of 128.8 and 9.2 kDa bands for IgG
was detected in cases and associated with DNA presence; 70.8, 58.9, 47.9, 47.5, 18.4, 12.1,
10.6, 8.1, and 7.6 kDa bands for IgG were found in cases; and DNA was present when 54.6
and 1.1 kDa bands for IgG and 79.4, 50.1, and 18.4 kDa bands for IgA were also detected.
CONCLUSIONS: Using Western-blot, a greater serologic response was found against certain pro-
teins of the bacteria in individuals with peripheral arterial disease. This may reflect an initial
stage with presence of DNA and specific IgG. Subsequently, even in absence of the bacteria,
an immunomediated disease may develop with presence of IgA and IgG. 

Key words: Peripheral arterial disease. Chlamydophila pneumoniae. Antibody. DNA.

120.019

03 721-727 ORIG 31331  19/5/06  10:44  Página 721

Documento descargado de http://www.doyma.es el 14/06/2006. Copia para uso personal, se prohíbe la transmisión de este documento por cualquier medio o formato.



Según lo anterior, el hallazgo de la asocia-
ción entre la EAP y la infección por C.
pneumoniae depende del método emple-
ado en estos trabajos. La mayoría estable-
ce una relación con una probabilidad va-
riable, pero no se encuentra esta relación
con los métodos de PCR menos sensibles
y la presencia de IgM antibacteria, lo que
parecería lógico, ya que la EAP hay que
entenderla como una enfermedad cróni-
ca. En relación con la detección del ADN
de C. pneumoniae, en la mayor parte de
los estudios publicados sólo se informa de
las regiones amplificadas, que han sido
muy diferentes, pero no del método de ex-
tracción del ADN y de la sensibilidad de la
prueba empleada4. Esto puede explicar las
discrepancias de los resultados obtenidos
en los estudios, ya que los métodos han
sido muy diferentes.
Por lo tanto, a nuestro entender, para ob-
tener una conclusión definitiva todavía
falta en la bibliografía un estudio con su-
ficiente número de casos y muestras,
comparativo frente a controles, que utili-
ce la combinación de varias técnicas mi-
crobiológicas, entre ellas el Western-blot
(WB) para detectar anticuerpos, en un
mismo sujeto y muestra, relacionando los
resultados entre ellos y con la actividad
de la enfermedad. Destacamos el WB
dado que las pruebas de MIF y enzimoin-
munoanálisis sólo permiten realizar un
análisis global de los anticuerpos sinteti-
zados, pero no indican frente a qué antí-
genos se sintetizan. Finalmente, no exis-
ten estudios, hasta la fecha, que se
basen en las pruebas de WB. Sin embar-
go, su uso en estos enfermos permitiría
saber más acerca de los anticuerpos y
quizá podría aportar información sobre la
patogenia de la enfermedad. 
Por todo lo anterior, en este trabajo se de-
sarrolla una prueba de WB para el análi-
sis de la respuesta de anticuerpos frente
a C. pneumoniae en sujetos con EAP y se
analiza su relación con la enfermedad y la
presencia de la bacteria.

Pacientes y método
Las características de la población estudiada ya se
han publicado49. En el momento de su selección to-
dos carecían de IgG (< 1/8) anti-Chlamydia tracho-
matis. Los casos estuvieron representados por 68 pa-
cientes. A partir de ellos se obtuvieron muestras de
suero y tejido arterial arteriosclerótico. Los controles
estuvieron representados por 50 sujetos con insufi-
ciencia venosa crónica superficial, tributaria de ciru-
gía de resección de varices. En el curso de la cirugía
de varices se obtuvo 1 cm de la arteria pudenda ex-
terna y una muestra de suero. Se consideraron en el
estudio los siguientes datos analíticos y clínicos: sexo,
exposición al tabaco, obesidad (superior al 30% del
peso teórico), presión arterial sistólica, hipertensión y
valores de colesterol y de triglicéridos. Los fumadores
actuales y los ex fumadores que habían fumado du-
rante más de 10 años se consideraron expuestos al
tabaco. 
Se realizó un estudio doble ciego. En todos los suje-
tos se determinaron la IgG anticuerpo elemental (CE)
mediante MIF49 y la IgG e IgA anti-CE y antilipopolisa-
cárido (anti-LPS) mediante enzimoinmunoanálisis49 y

WB. La investigación del ADN de C. pneumoniae se
realizó mediante PCR en las biopsias vasculares de
los casos y controles49. La sensibilidad de esta prue-
ba fue de 2 copias del fragmento pstI de la bacteria. 

Western-blot comercial

Se usó una prueba comercial (Chlamydia pneumoniae
IgG+IgA Immunoblot, AID GmbH, Alemania) según las
instrucciones del fabricante. En el caso de la IgA, la
muestra se diluyó con anti-IgG (DadeBehring Diagnos-
tics Inc., Alemania). La lectura fue objetiva y automati-
zada mediante un escáner que comparó los resultados
obtenidos con un patrón de referencia. Esta prueba
detectó cualitativamente la presencia de anticuerpos
frente a los antígenos LPS (de 3 pesos moleculares di-
ferentes) y proteínas de 35, 39 (MOMP), 48, 54, 60,
90, 92 y 98 kDa. 

Western-blot no comercial

Para la preparación del antígeno se usó la cepa
1.360 de C. pneumoniae crecida en células Hep-250.
Posteriormente se obtuvieron los CE, que se purifica-
ron51. Éstos se resuspendieron en tampón de lisis al
16% (w/v) (SDS: 1%; DL-ditiotreitol [DTT]: 0,2 mmol;
urea: 3 mol; fosfato sódico: 100 mmol; Tris-HCl: 50
mmol; pH: 7,5) con 0,5 mol de NaCl e inhibidores de
las proteasas (1×). Las células se lisaron por sonica-
ción y se hirvieron durante 10 min. Posteriormente,
para establecer el volumen correcto del extracto que
se utilizó en los WB, se cargaron varios volúmenes
del lisado en un gel de cromatografía de SDS-PAGE
(15%). Se usaron los siguientes estándares proteicos
en la cromatografía teñida con Coomassie: fosforilasa
b (97 kDa), albúmina (66 kDa), ovoalbúmina (45
kDa), anhidrasa carbónica (30 kDa), inhibidor de la
tripsina (20,1 kDa) y alfalactoalbúmina (14,4 kDa).
Para la realización del WB se cargaron 10 µl del ex-
tracto lisado en cada pocillo del gel SDS-PAGE y lue-
go se trasladaron a una membrana de nitrocelulosa
(0,2 mm) mediante la Unidad Bio-Rad Mini Trans
Blot, tras lo cual la nitrocelulosa se tiñó con rojo
Ponçeau para poder cortar las tiras antigénicas. Éstas
se bloquearon mediante PBS (KCl: 2,6 mmol; NaCl:
0,14 mol; Na2HPO4: 10 mmol; H2KPO4: 1,2 mmol;
pH: 7,2) con Tween 20 (0,1%) y leche desnatada
(5%), durante 2 h a temperatura ambiente. Posterior-
mente se incubó cada tira durante 1 h con el corres-
pondiente suero (diluido 1/50 en solución de lavado),
en agitación y a temperatura ambiente. Estas tiras se
lavaron en 5 ocasiones (PBS y Tween 20) y posterior-
mente se incubaron con el anticuerpo secundario
apropiado, anti-IgG o anti-IgA de conejo (diluido
1/2.000 en solución de lavado) marcado con peroxi-
dasa de rábano, durante 1 h. Para visualizar la reac-
ción se usó un sustrato de TMB/H2O2 durante 2 min,
vigilando la aparición de las bandas y el ruido de fon-
do. La reacción se interrumpió con agua destilada. 
El peso molecular de cada una de las bandas obser-
vadas se estimó a través del cálculo de su movilidad
relativa mediante una curva de calibración previa-
mente confeccionada a partir de la proteínas patro-
nes, que fueron corridas en las electroforesis en igua-
les condiciones que los antígenos de C. pneumoniae
y cuyos pesos moleculares se transformaron en loga-
ritmos y se representaron gráficamente frente a su

respectiva movilidad relativa mediante un tratamiento
de correlación lineal simple (r2 = 0,98).

Enzimas y reactivos. Para los detalles técnicos se pue-
de acceder en Internet al contenido completo de la
prueba en: http://adrastea.ugr.es/search*spi/aPalan-
ca/apalanca/1%2C8%2C12%2CB/l856&FF=apalan-
ca+gimenez+matilde+maria&1%2C1%2C%2C1%2C
0. La acrilamida ultrapura/bisacrilamida (ratio 29:1,
solución al 40%), DTT, solución de Ponçeau S, Twe-
en-20 y cicloheximida se obtuvieron de SIGMA (St.
Louis, MO, EE.UU.); el dodecilsulfato sódico de Fluka
(Munich, Alemania); Optitran BA-S 83 reinforced ni-
trocellulose de Schleicher & Schuell (Keene, NH,
EE.UU.); el TMB blotting plus de Kem-En-Tec Diag-
nostics (Copenhague, Dinamarca). Los marcadores
de peso molecular usados para el WB se obtuvieron
de Bio-Rad (Hercules, CA, EE.UU.) y los marcadores
usados para el SDS-PAGE y la tinción de Coomassie
de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EE.UU.).
Los conjugados de conejos anti-IgG y anti-IgA proce-
dieron de DAKO (Glostrup, Dinamarca) y Trizma Base
de MP Biomedicals (Irvine, CA, EE.UU.). El cóctel de
inhibidores de las proteasas se obtuvo de Roche (In-
dianapolis, IN, EE.UU.), el medio RPMI de Bio-Whit-
taker (Baltimore, MD, EE.UU.) y FBS de Kraeber
(Ellerbek, Alemania). Todos los reactivos se usaron
según las recomendaciones del fabricante.

Análisis estadístico

La hipótesis nula de este estudio estuvo representada
por la demostración de que la infección por C. pneu-
moniae no se relacionaba con la presencia de la EAP.
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, versión 2.1,
1996). La prueba de Hosmer-Lemeshow se usó para
ajustar el modelo. La comparación de las variables
continuas entre enfermos y controles se realizó me-
diante la prueba de la t de Student. Las variables dis-
cretas se analizaron mediante la prueba de Fisher bi-
lateral exacta y de la χ2. La relación entre variables se
estableció mediante la prueba de correlación R de
Pearson y la concordancia con el índice kappa. 

Resultados

A partir de 118 sujetos se obtuvieron
muestras adecuadas para el análisis mi-
crobiológico, salvo en 12 casos y 2 contro-
les, en los que, por agotamiento de las
muestras, no se pudo realizar el WB no co-
mercial. En la tabla 1 se reflejan las carac-
terísticas de la población. Para diferenciar
la participación de la infección del resto de
los parámetros descritos que intervendrían
en la génesis de la arteriosclerosis se reali-
zó un estudio multivariante (tabla 1) que
analizó el hecho de pertenecer al grupo de
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TABLA 1 

Características clínicas de los casos y controles

DE: desviación estándar; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza. aPrueba de la t de Student. bPrueba de la χ2. cPrueba exacta
de Fisher. 

Variables Casos Controles p
Análisis multivariante

(n = 68) (n = 50) p OR (IC del 95%)

Edad media (DE), años 65,9 (8,5) 60,1 (3,5) < 0,0001a

Mayores de 59 años 
(primer cuartil) 84,4% 76% 0,2b 0,6 0,7 (0,2-2,1)

Varones 83,8% 80% 0,6b 0,7 1,3 (0,3-5,2)
Fumadores 75% 60% 0,08 b 0,7 0,8 (0,2-2,7)
Diabetes mellitus 27,9% 4% < 0,0001c 0,9 1,1 (0,3-3,7)
Hipertensión 58,8% 8% < 0,0001b 0,09 0,4 (0,1-1,1)
Hipercolesterolemia 35,3% 4% < 0,0001c 0,9 0,9 (0,3-2,9)
Hipertrigliceridemia 23,5% 8% 0,007b 0,7 0,8 (0,2-2,6)
Obesidad 26,6% 28% 0,6 b 0,4 1,6 (0,6-4,5)
Casos/controles 0,000 38 (9,2-157,7)
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casos o de controles. En ambos grupos, y
teniendo en cuenta el tamaño de la pobla-
ción, se aplicó la prueba de regresión logís-
tica exacta. El único factor identificado cla-
ramente como significativo fue el hecho de
pertenecer al grupo de casos o controles
(odds ratio [OR] = 8,1; intervalo de con-
fianza del 95%, 9,2-157,7). El alto valor de
la OR estimada en este caso se pudo expli-
car por una sobrestimación debida al ta-
maño pequeño de la muestra e intensa re-
lación entre los factores de riesgo. La
bondad del modelo se ajustó usando la
prueba de Hosmer-Lemeshow, que no fue
significativa (χ2 = 2,7; p = 0,1; 8 grados de
libertad). Además, cuando se analizaron
los valores extremos y de peso, no se de-
tectó su presencia. Por todo lo anterior, se
comprobó que ambos grupos, casos y
controles, estaban ajustados para las dis-
tintas variables, y la única que determinó
diferencia fue la presencia o ausencia de
EAP, es decir, el hecho de participar en el
grupo de casos o controles.
El ADN de C. pneumoniae se detectó en
el 66,2% de los casos (45 muestras) y el
12% de los controles (6 muestras) (p <
0,0001; OR = 15,3; intervalo de confian-
za del 95%, 5,7-41,4).
En la tabla 2 se reflejan los resultados obte-
nidos en las pruebas de enzimoinmunoa-
nálisis y MIF, y su significación estadística.
Destacó en los casos un mayor número de
muestras con IgG anti-CE (p < 0,0001;
prueba de la χ2), con una OR de 14,6 para
la primera y de 10,3 para la segunda. 
En la figura 1 se refleja el aspecto de las
bandas observadas en el WB comercial y
en la tabla 2 se reflejan los resultados,
agrupados, y su significación estadística.
El patrón individual de los sueros fue re-
producible en las repeticiones de los en-
sayos. La seroprevalencia y el número de
proteínas reconocidas en esta prueba
fueron elevados y no hubo ningún patrón
específico dentro del grupo de casos o
controles. Se obtuvieron diferentes lectu-
ras para la IgG, que oscilaron desde un
resultado negativo hasta tiras que mos-
traron gran número de bandas. Lo mismo
ocurrió para la IgA. Los resultados de los
WB de IgG e IgA para el mismo suero
fueron parecidos. No hubo muestras que
mostraran anticuerpos sólo frente al LPS.
Destacó, para la IgG, la presencia signifi-
cativa de las proteínas de 39 kDa
(MOMP), 54 kDa y el LPS, y para la IgA
la presencia significativa de anticuerpos
frente a las proteínas Hsp60 kDa y de 92
kDa. En la tabla 3 se indica la relación
que existió entre los resultados obtenidos
mediante las pruebas serológicas de MIF,
enzimoinmunoanálisis anti-CE y WB co-
mercial. La prueba de MIF IgG se relacio-
nó con la IgG frente a las proteínas de 39
y 54 kDa, y el enzimoinmunoanálisis IgG
se relacionó con las proteínas de 35 y 39
kDa. La relación entre la presencia de
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TABLA 2

Seroprevalencia de anticuerpos frente a C. pneumoniae detectados mediante
microinmunofluorescencia (MIF), enzimoinmunoanálisis (ELISA) y Western-blot
comercial en la enfermedad arterial periférica

Ig: inmunoglobulina; LPS, LPS’, LPS”: lipopolisacáridos con 3 pesos moleculares diferentes; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza.
*Datos significativos.

Pruebas Casos Controles p OR IC del 95%

Western-blot IgG
LPS 22,1% 24% 0,8 0,9 0,4-2,1
LPS’ 16,2% 4% 0,04* 4,6* 0,9-21,9*
LPS’’ 23,5% 14% 0,2 1,9 0,7-5,0
35 kDa 89,7% 92% 0,7 0,7 0,2-2,7
39 kDa 25% 4% 0,002 8* 1,7-36,5*
48 kDa 38,2% 36% 0,8 1,1 0,5-2,3
54 kDa 30,9% 8% 0,003* 5,1* 1,6-16,1*
Hsp60 kDa 52,9% 40% 0,1 1,7 0,8-3,5
90 kDa 8,8% 4% 0,3 2,3 0,4-12,0
92 kDa 48,5% 48% 0,9 1,0 0,5-2,1
98 kDa 29,4% 20% 0,2 1,7 0,7-3,9

Western-blot IgA
LPS 4,4% 4% 0,91 1,1 0,2-6,9
LPS’ 1,5% 0% 0,4 0,9 0,9-1,0
LPS’’ 8,8% 0% 0,03* 0,9 0,8-0,9
35 kDa 39,7% 24% 0,07 2,1 0,9-4,7
39 kDa 11,8% 12% 0,9 0,9 0,3-3,0
48 kDa 11,8% 8% 0,5 1,5 0,4-5,5
54 kDa 11,8% 16% 0,5 0,7 0,2-2,0
Hsp60 kDa 29,4% 12% 0,02* 3,0* 1,1-8,3*
90 kDa 0% 0% – – –
92 kDa 16,2% 4% 0,04* 4,6* 0,9-21,9*
98 kDa 14,7% 8% 0,3 1,9 0,6-6,7

ELISA IgG 73,5% 16% < 0,0001* 14,6* 5,7-36,9*
ELISA IgA 8,8% 16% 0,2 0,5 0,1-1,5
ELISA IgG anti-LPS 20,6% 24% 0,6 0,8 0,4-1,9
ELISA IgA anti-LPS 22,1% 32% 0,2 0,6 0,2-1,3
MIF IgG 76,5% 24% < 0,0001* 10,3* 4,4-24,3*

Fig. 1. Aspecto de las bandas obtenidas mediante el Western-blot comercial.

TABLA 3

Relación entre las pruebas serológicas de enzimoinmunoanálisis (ELISA)
anticuerpo elemental, microinmunofluorescencia (MIF) y Western-blot (WB)
comercial

Ig: inmunoglobulina. *Datos significativos.

MIF IgG ELISA IgG ELISA IgA
WB

χ2 Pearson Kappa χ2 Pearson Kappa χ2 Pearson Kappa

35 kDa 0,5 –0,1 –0,04 0,02* 0,2* 0,1* 0,7 –0,3 –0,29
39 kDa 0,02* 0,2* 0,1* 0,02* 0,2* 0,2* 0,76 0,03 0,02
48 kDa 0,7 0,04 0,04 0,9 0,01 0,01 0,68 –0,04 –0,03
54 kDa 0,04* 0,2* 0,1* 0,9 0,1 0,1 0,45 –0,07 –0,07
Hsp60 kDa 0,6 –0,5 –0,5 0,2 0,1 0,1 0,95 –0,005 –0,005
90 kDa 0,8 –0,2 –0,01 0,5 –0,06 –0,03 – – –
92 kDa 0,7 0,4 0,4 0,5 0,06 0,07 0,62 –0,04 –0,04
98 kDa 0,5 0,7 0,6 0,6 0,05 0,04 0,23 0,1 0,1
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ADN en las biopsias y los anticuerpos de-
tectados mediante MIF, enzimoinmunoa-
nálisis y WB comercial se refleja en la ta-
bla 4. En el grupo de casos se encontró
una presencia significativa de IgG anti-39
kDa, que se relacionó con las pruebas de
MIF y enzimoinmunoanálisis, y la presen-
cia de ADN, así como una presencia sig-
nificativa de IgA anti-LPS y anti-92 kDa
en el WB comercial, que se relacionaron
con la presencia de ADN.
Hubo 12 casos y 2 controles en los que,
debido al agotamiento de las muestras de
suero, no se pudo realizar las pruebas de
WB no comercial. Mediante éste se obtuvo
un total de 57 bandas proteicas diferen-
tes, de IgG y/o IgA (fig. 2). Los patrones de
los sueros fueron semejantes cuando se
repitieron los ensayos. Todos los sueros
mostraron la presencia de alguna banda
de IgG y/o IgA, aunque el número presen-
te en cada suero fue reducido. Tampoco
se apreció un patrón específico dentro del
grupo de casos o controles. Los resultados
de las bandas de IgG e IgA, en el mismo
suero, no fueron semejantes. En la tabla 5
se indica, para cada banda, la frecuencia
de presentación en casos y controles, con
su significación estadística y la OR calcu-
lada, cuando hubo diferencias. Además,
se muestra si para cada banda la presen-
cia asociada de ADN fue significativa. Así,
destacó la presencia significativa de las
bandas de 128,8 y 9,2 kDa para la IgG en
los casos, que se asoció con la coexisten-
cia de ADN; las bandas de IgG de 70,8,
58,9, 47,9, 47,5, 18,4, 12,1, 10,6, 8,1 y
7,6 kDa, en los casos; y la existencia de
ADN cuando se observaron las bandas de
IgG de 54,6 y 1,1 kDa, y de IgA, con las
bandas de 79,4, 50,1 y 18,4 kDa.

Discusión

Hasta la fecha se ha publicado una serie
de estudios que analizan parcialmente la
relación entre la EAP y la infección por C.
pneumoniae4. En algunos no se realizó un
ajuste adecuado de las poblaciones (ya
fuera porque no se hizo para ninguna va-

riable, o porque sólo se realizó para algu-
nas); en otros, algo novedoso, el estudio
se realizó en arterias lesionadas y sanas
del mismo sujeto. Sin embargo, en ningu-
no de los trabajos se han empleado simul-
táneamente métodos directos e indirectos
para el análisis de la relación, salvo en los
de LaBiche et al23, Linares et al26 y Sessa
et al38, sobre arterias carótidas, y en los
estudios de Vécsei et al44,45, sobre arterias
diferentes. En este sentido, nuestro trabajo
resulta novedoso, ya que se emplearon
poblaciones comparables que se sometie-
ron simultáneamente a estudio mediante
pruebas directas e indirectas. 
Desafortunadamente, se sabe poco sobre
las proteínas inmunogénicas de C. pneu-
moniae. Es especialmente controvertido el
papel de la MOMP52. Ésta constituye el
60% de las proteínas de la membrana ex-
terna y es diferente en cada una de las
especies de la familia Chlamydiaceae53.
Además, en el caso de C. pneumoniae
parece que está oculta entre las proteínas
polimórficas de la membrana externa54,55.
Todo ello hace que no sea inmunodomi-
nante, a diferencia de lo que ocurre con
las otras especies. Sobre esta base, en
principio, la respuesta que genera la pro-
teína MOMP no parece tener un papel
importante en la patogenia de la enferme-
dad causada por C. pneumoniae. Sin em-
bargo, un estudio realizado en sujetos con
enfermedad coronaria, en el que se em-
pleó un enzimoinmunoanálisis con antíge-
no MOMP recombinante, mostró una pre-
sencia significativa de IgA anti-MOMP,
pero no de IgG56. Si bien nuestro grupo
de casos es diferente del anterior, encon-
tramos una presencia significativa de IgG
anti-MOMP en el WB comercial, que se
relacionó con las pruebas de MIF y enzi-
moinmunoanálisis y la presencia de ADN
de C. pneumoniae en las biopsias. Esto
no ocurrió con la IgA. Maass y Gieffers57

obtuvieron un resultado similar al nuestro
empleando un WB no comercial en sue-
ros de enfermos coronarios.
La proteína de 54 kDa está en la superficie
del CE, es inmunodominante58,59 y podría

ser de interés en el diagnóstico serológico60

y el desarrollo de vacunas61,62. En nuestro
estudio se encontró, en el grupo de casos,
una presencia significativa de IgG anti-54
kDa en el WB comercial, que se relacionó
con la prueba de MIF y la presencia de
ADN. Esto no ocurrió con la IgA. Maass y
Gieffers57 obtuvieron un resultado similar. 
El LPS es una molécula presente en los
CE, en los cuerpos de inclusión, en la
membrana de las células infectadas y en
la porción más cercana de células próxi-
mas no infectadas63 de todos los miem-
bros de la familia Chlamydiaceae. La es-
tructura de este LPS coincide en parte
con la de otras bacterias gramnegativas y
difiere en la naturaleza de los ácidos gra-
sos y el KDO, que posee un antígeno es-
pecífico de familia con enlaces α-2-864.
Es capaz de unirse a los receptores CD14
y de activar a los monocitos65. Los anti-
cuerpos anti-LPS se forman precozmente
en la infección por Chlamydia, pero sus
valores disminuyen antes que los induci-
dos por proteínas. Entonces su detección
no parece útil en los estudios de seropre-
valencia. No obstante, la presencia per-
sistente de IgG podría ser un marcador
de infección crónica debido a una expo-
sición continua a C. pneumoniae del sis-
tema inmunológico del hospedador, que

Fig. 2. Aspecto de las ban-
das obtenidas mediante el
Western-blot no comercial.
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TABLA 4

Grado de relación entre la presencia 
de anticuerpos, mediante pruebas
comerciales, y el ADN de la bacteria 
en la placa de ateroma

MIF: microinmunofluorescencia; ELISA: enzimoinmunoanálisis;
LPS, LPS’, LPS”: lipopolisacáridos con 3 pesos moleculares dife-
rentes; CE: cuerpo elemental. *Datos significativos.

Sujetos (%)
con ADN y Correlación

Prueba serológica anticuerpos 
positivos/ χ2 Pearson
negativos

MIF IgG-CE 57,8*/27,8* 0,001 0,3*
ELISA 

IgG-EB 63,8*/25,0* 0,0001* 0,4*
IgA-EB 38,7/46,0 0,07 -0,2
IgG-LPS 34,6 /46,7 0,3 –0,1
IgA-LPS 21,4 /47,1 0,5 –0,06

Western-blot IgG
LPS 40,7/45,1 0,7 –0,03
LPS’ 61,5/41,9 0,2 0,1
LPS’’ 52,2/42,1 0,4 0,08
35 kDa 42,1/63,6 0,2 –0,1
39 kDa 68,4*/39,4* 0,01* 0,2*
48 kDa 56,8*/36,5* 0,03* 0,2*
54 kDa 76,0*/35,5* 0,0001* 0,3*
Hsp60 kDa 42,9/45,2 0,8 –0,02
90 kDa 37,5/44,5 0,7 –0,03
92 kDa 43,9/44,3 0,9 –0,004
98 kDa 50,0/42,0 0,4 0,07

Western-blot IgA
LPS 40,0/44,2 0,9 –0,02
LPS’ 0,0/44,4 0,4 –0,08
LPS’’ 83,3*/42,0* 0,04* 0,2*
35 kDa 43,6/44,3 0,9 –0,007
39 kDa 35,7/45,2 0,5 –0,6
48 kDa 50,0/43,4 0,7 0,04
54 kDa 37,5/45,1 0,6 –0,06
Hsp60 kDa 57,7/40,2 0,11 0,1
90 kDa 44,1/44,1 – –
92 kDa 76,9*/40,0* 0,01* 0,2*
98 kDa 42,9/44,2 0,9 –0,01

250
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debería provocar una estimulación repeti-
tiva de IgG anti-LPS, entre otros anticuer-
pos66. En nuestro estudio se encontró en
los casos, en el WB comercial, una pre-
sencia significativa de IgG e IgA anti-LPS,
que no se relacionó con la detección de
anticuerpos anti-LPS mediante enzimoin-
munoanálisis y la presencia de ADN. Es
posible que las diferencias químicas en-
tre los antígenos del WB y el enzimoin-
munoanálisis (éste emplea un antígeno
recombinante específico de familia) expli-
quen esta falta de relación. Finalmente,
la detección de anticuerpos anti-LPS me-
diante el WB comercial puede tener un
mayor riesgo de reacciones serológicas
cruzadas con otros géneros de bacterias
u otras especies de Chlamydia67, aunque
las características de la población estu-
diada, en principio, excluyen estas últi-
mas. No obstante, esto puede justificar la
falta de relación con el ADN bacteriano,
ya que los anticuerpos detectados podrí-
an ser inespecíficos. 
Chlamydia produce grandes cantidades de
Hsp de 60 kDa, presentes en la membra-
na externa, placas arterioscleróticas y sue-
ro de sujetos infectados de forma crónica.
La Hsp60 kDa de C. pneumoniae induce
la expresión de citocinas y adhesinas, cito-
toxicidad en el endotelio vascular, síntesis
de anticuerpos, que reaccionan con la en-
dógena humana, y la liberación de metalo-
proteinasas que degradarían el colágeno.
También interactúa mediante mimetismo
molecular con la alfamiosina68,69. Final-
mente, existen datos que relacionan el LPS
y la Hsp60 kDa con los procesos aterogé-
nicos70. En nuestro estudio se encontró, en
el grupo de casos, una presencia significa-
tiva de IgA anti-Hsp60 kDa, a diferencia de
la IgG encontrada por Maass y Gieffers57.
Aquélla no se relacionó con la presencia
de ADN y los resultados del enzimoinmu-
noanálisis y la MIF. Esto último es com-
prensible, ya que el antígeno Hsp60 kDa
forma parte de la fracción sarcosil soluble
de los CE. 
Los anticuerpos anti-92 kDa detectados
están dirigidos frente a una proteasa con
actividad dependiente del adenosintrifos-
fato que degrada los plegamientos y
anormalidades de las proteínas dentro de
las células (http://www.stdgen.lanl.gov/),
aunque también podrían reflejar la pre-
sencia de una gelatinasa liberada por los
macrófagos ante el estímulo de C. pneu-
moniae. Así, se ha demostrado la capaci-
dad de las proteínas Omp2, MOMP y
Hsp60 kDa para inducir la gelatinasa de
92 kDa de los monocitos71. En nuestro
estudio se encontró en los casos una pre-
sencia significativa de IgA anti-92 kDa,
no referida por Maass y Gieffers57, que no
se relacionó con la detección de ADN de
C. pneumoniae en la placa de ateroma y
que podría deberse a reacciones seroló-
gicas inespecíficas. 

La utilización de la prueba de WB no co-
mercial ha permitido la obtención de un
gran número de bandas diferentes, con
una información, a nuestro modo de ver,
complementaria a la anteriormente ex-
puesta. ¿Por qué las diferencias en los
resultados obtenidos mediante los 2 WB?
Podrían deberse a la diferente composi-
ción de las tiras antigénicas. Así, por
ejemplo, el comercial no utiliza los antí-
genos de 128 y 9,2 kDa, por lo que no
está capacitado para la detección de ta-
les anticuerpos. Por el contrario, no se
puede descartar que se detectaran me-

diante el WB no comercial los anticuer-
pos anti-39 y anti-54 kDa, ya que es po-
sible que se produjeran fragmentaciones
proteicas en el procesamiento de los antí-
genos, con aparición de bandas antigéni-
cas diferentes. El empleo de condiciones
de electroforesis diferentes en los 2 WB
explica estos comportamientos, de tal for-
ma que, por ejemplo, una banda de 57,
54,5 y 52 kDa del WB no comercial se
podría corresponder con la banda de 54
kDa encontrada en el WB comercial. De-
bido a que no se han utilizado anticuer-
pos monoclonales, no podemos saber
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TABLA 5

Relación entre los resultados del Western-blot no comercial y la detección 
de ADN de C. pneumoniae

Entre paréntesis se indican los intervalos de confianza del 95%. OR: odds ratio. *Datos significativos.

Positividad (%)

Banda kDa Inmunoglobulina G Inmunoglobulina A

Casos/controles/p/OR ADN, p/Pearson/kappa Casos/controles/p ADN, p/Pearson/kappa

158,5 3,6/0/0,2 0,2 0/0
147,2 5,4/0/0,1 0,6 0/0
138 7,1/0/0,06 0,2 0/0
136,4 3,6/0/0,2 0,3 0/0
128,8 17,9/0/0,001*/2* (1,7-2,5) * 0,01*/0,2*/0,2* 0/4,2/0,2 0,5
121,9 1,8/0/0,3 0,4 0/0
114,8 1,8/0/0,3 0,6 0/0
109,6 3,6/0/0,2 0,3 0/0
108,1 1,8/0/0,3 0,4 0/0
95,5 1,8/0/0,3 0,6 0/0
86,1 1,8/0/0,3 0,4 0/0
88,7 1,8/0/0,3 0,6 0/0
85,1 1,8/0/0,3 0,6 0/0
79,4 3,6/4,2/0,6 0,5 7,1/0/0,08 0,03*/0,2*/0,1*
70,8 8,9/0/0,04*/1,9* (1,6- 2,3)* 0,1 3,6/0/0,2 0,6
67,6 1,8/4,2/0,4 0,6 0/0
66,8 1,8/0/0,3 0,4 0/0
64,6 1,8/4,2/0,4 0,6 7,1/0/0,08 0,2
58,9 8,9/0/0,04*/1,9* (1,6-2,3)* 0,3 1,8/0/0,3 0,4
57,5 1,8/0/0,3 0,4 0/0
54,6 7,1/0/0,06 0,02*/0,2*/0,1* 0/0
50,6 3,6/0/0,2 0,6 1,8/0/0,3 0,6
50,1 1,8/0/0,3 0,4 1,8/0/0,3 0,04*/0,2*/0,8*
47,9 14,3/0/0,006*/2* (1,6-2,4)* 0,2 0/0
47,5 8,9/0/0,04*/1,9* (1,6-2,3)* 0,1 0/0
42,4 1,8/0/0,3 0,4 0/0
41,7 5,4/0/0,1 0,4 0/0
33,6 1,8/0/0,3 0,6 0/0
23,9 1,8/4,2/0,4 0,2 0/0
20,9 1,8/0/0,3 0,4 0/0
18,4 14,3/0/0,006*/2* (1,6-2,4)* 0,2 5,4/0/0,1 0,04*/0,2*/0,1*
17,3 5,4/0/0,1 0,4 0/0
15,1 5,4/0/0,1 0,4 0/0
14,5 3,6/0/0,2 0,2 0/0
14,4 1,8/0/0,3 0,6 0/0
14,3 1,8/8,3/0,1 0,3 0/0
12,3 5,4/0/0,1 0,4 1,8/0/0,3 0,6
12,1 10,7/0/0,02/1,9* (1,6-2,4) * 0,5 0/0
12 5,4/4,2/0,6 0,7 3,6/4,2/0,6 0,4
11,8 1,8/0/0,3 0,4 0/0
11 3,6/0/0,5 0,6 0/0
10,7 1,8/0/0,3 0,6 0/0
10,6 8,9/0/0,04*/1,91* (1,6-2,35)* 0,1 0/0
9,8 12,5/20,8/0,2 0,4 16,1/0 0,3
9,2 14,3/0/0,006*/2* (1,6-2,4)* 0,04*/0,2*/0,1* 1,8/0/0,3 0,6
8,1 10,7/0/0,02*/1,9* (1,6-2,4)* 0,7 0/0
7,6 14,3/0/0,006*/2* (1,6-2,4)* 0,2 0/0
7 3,6/4,2/0,6 0,4 0/0
6,6 1,8/0/0,3 0,6 0/0
6 1,8/0/0,3 0,6 0/0
5,9 1,8/0/0,3 0,6 3,6/0/0,2 0,3
4,8 1,8/0/0,3 0,6 0/0
2,4 1,8/0/0,3 0,6 1,8/4,2/0,4 0,2
2,2 1,8/0/0,3 0,4 0/0
2,1 3,6/0/0,2 0,6 0/0
1,7 1,8/0/0,3 0,6 0/0
1,1 7,1/0/0,06 0,02*/0,2*/0,1* 0/0
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con exactitud la naturaleza de la proteína
detectada, aunque sí se puede hacer un
estudio comparativo con las obtenidas en
los estudios de Vandahl et al59, Montigia-
ni et al58 y la base de datos de Los Ala-
mos National Laboratory (http://www.std-
gen.lanl.gov/), como se aprecia en la
tabla 6. Finalmente, es lógico que en
nuestra prueba no comercial no esté pre-
sente el antígeno LPS, debido a que no
se empleó fenol en la extracción, se hir-
vió el extracto bacteriano más de 5 min y,
por último, nuestro método, SDS-PAGE,
es óptimo para la separación de proteí-
nas, no del LPS. Todo lo anterior no evitó
que se detectaran anticuerpos frente a
bandas proteicas diferentes en los casos
respecto a controles. 
Globalmente, los resultados obtenidos
mediante el WB invitan a reflexionar sobre
por qué entre las bandas presentes signi-
ficativamente sólo algunos anticuerpos se
asociaron a la presencia de ADN. Esto po-
dría deberse a que en el grupo de casos
reflejan una fase inicial con presencia de
ADN e IgG específica anti-128,8, 54, 39 y
9,2 kDa. Posteriormente, aun en ausencia
de la bacteria, podría existir una enferme-
dad inmunomediada con presencia de
IgA anti-HSP60 kDa y de otras IgG espe-
cíficas, detectadas mediante WB no co-
mercial. Esta última situación se ve favo-
recida por los fenómenos de latencia
microbiana y las respuestas inmunológi-
cas ananésticas o autoinmunitarias.
En conclusión, se encontró en los sujetos
con EAP una respuesta serológica, me-
diante WB, más importante frente a de-
terminadas proteínas de la bacteria. Esto
podría deberse a que reflejan una fase
inicial con presencia de ADN e IgG espe-

cífica. Posteriormente, aun en ausencia
de la bacteria, podría existir una enfer-
medad inmunomediada con presencia
de IgA e IgG. La contribución más impor-
tante de este estudio deriva del análisis
simultáneo de diferentes pruebas que
evalúan la relación entre la infección y la
enfermedad. Pensamos que los resulta-
dos obtenidos derivan del reconocimiento
por el sistema inmunológico, durante su
probable transporte por los monocitos, y
la detección de la bacteria a través de su
ADN. Basándose en esto se podría con-
cluir que, de manera significativa, esta
infección está relacionada con esta enfer-
medad. No se puede deducir de nuestro
estudio una relación causal directa entre
la infección crónica y la enfermedad,
pero sí están justificadas nuevas investi-
gaciones, en animales susceptibles, diri-
gidas a la recuperación de la bacteria, la
reproducción de la enfermedad y la pre-
vención o el tratamiento con antibióticos.
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TABLA 6

Relación entre las proteínas significativas detectadas en el Western-blot no comercial y las proteínas más próximas descritas
en los estudios de Vandahl et al59, Montigiani et al58 y Los Alamos National Laboratory

Peso molecular observado (kDa)

Presente estudio Vandahl et al59 Montigiani et al58 Los Alamos National Laboratory

128,8 Más cercana: 114,2 (Pmp 20) Más cercana: 142,9 (Pmp 6) Más cercana: 127,3 (proteína 
específica de Chlamydia)

70,8 Más cercana: 67,8 (Omp 2) o Más cercana: 71,3 (DnaK) Más cercana: 70,8 (fosfatasa) o 
71,3 (DnaK) 70,9 (transcetolasa B)

58,9 Más cercana: 58,8 (Omp) o 56,9 Más cercana: 58,6 (Omp) Más cercana: 58,7 (glucosa-6-fosfato 
(Hsp60) o 60,3 (Omc B) o 57,3 (Omc B) deshidrogenasa) o 58,2 (Hsp60)

47,9/47,5 Más cercanas: 47,8 (proteasas) o Descrita: 47,9 (hipotética proteína Descrita: 47,9 (proteína específica 
47,1 (Pmp 21) específica de Chlamydia) de Chlamydia)

18,4 Más cercana: 18,9 (hipotética proteína) Más cercana: 17,9 (hipotética Más cercana: 18,3 (proteína 
proteína) o 17,3 (Omp H) específica de Chlamydia)

12,1 Más cercana: 12,3 (riboflavina sintasa) No describe Descrita: 12,1 (proteína específica
o 12,9/11,4 (hipotética proteína) de C. pneumoniae)

10,6 Más cercana: 10,2 (tioredoxina) o No describe Descrita: 10,6 (proteína de 
10,9 (hipotética proteína) translocación YOPS)

9,2 Más cercana: 9,1 (Pmp 8) o 9,4 Descrita: 9,2 (Omc A) Descrita: 9,2 (Omc A)
(proteína específica de Chlamydia)

8,1 No describe Descrita: 8,1 (Omc A) Descrita: 8,1 (proteína específica 
de Chlamydia)

7,6 No describe Descrita: 7,6 (Omc A) Descrita: 7,6 (proteína específica 
de Chlamydia)
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