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Fundamento. La arteriosclerosis se comporta
como un proceso inflamatorio crénico. Algunos
estudios han sugerido que Chlamydia pneumoniae
y Helicobacter pylori pueden representar un papel
en la patogenia de la arteriosclerosis en pacientes
diabéticos y no diabéticos. EL objetivo del estudio
fue determinar mediante cultivo y reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), la presencia de
C. pneumoniae y H. pylori en arterias de pacientes
con arteriosclerosis.

Métodos y resultados. El estudio presenta un
diseno transversal, con 40 pacientes (22 diabéticos
y 18 no diabéticos) sometidos a una intervencién
de revascularizacién. Se recogieron muestras de
ateroma y se utilizaron los siguientes métodos de
deteccion de la infeccion: PCR y cultivo de las
placas de ateroma para detectar C. pneumoniae y
H. pylori. Se utiliz6 la serologia para determinar el
contacto previo del paciente con el germen. En el
grupo total, 29 pacientes (72,5%) presentaban
serologia positiva a H. pylori y 20 (50%) a C.
pneumoniae (p < 0,05). En los pacientes diabéticos,
un 77,3% tenfan una serologia positiva a H. pylori y
un 50% a C. pneumoniae (p < 0,05). En pacientes
no diabéticos, un 66,7% tenian serologia positiva a
H. pylori y un 50% a C. pneumoniae, sin
encontrarse diferencias significativas. Se detect6 C.
pneumoniae por PCR en una placa de carétida de
un paciente no diabético, con serologia positiva y
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cultivo negativo, que ademés tenia una serologia
positiva a H. pylori pero PCR y cultivo de placa
negativos. Todos los pacientes, diabéticos y no
diabéticos, presentaban PCR y cultivos de placas
negativos para H. pylori.

Conclusién. En este estudio se demuestra la nula
presencia de H. pylori y escasa de C. pneumoniae
en placas de ateroma. La relacion entre
arteriosclerosis e infeccién por C. pneumoniae,
pero no por H. pylori, podria explicarse por
infecci6n directa de la pared arterial.
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STUDY OF HELICOBACTER PYLORI AND
CHLAMYDIA PNEUMONIAE FROM ARTERY
ATHEROMAS FROM NON DIABETIC AND
DIABETIC PATIENTS WITH ATHEROSCLEROSIS

Background. Atherosclerosis is similar to a
chronic inflammatory response. Recent reports
have suggested that Chlamydia pneumoniae (Cp)
and Helicobacter pylori (Hp) may play a role in the
pathogenesis of atherosclerosis in both non-
diabetic and diabetic patients. The aim of the study
was to determine, by culture and polymerase chain
reaction (PCR), whether Cp and Hp are present in
arteries from patients with atherosclerosis.

Methods and results. The design was a cross-
sectional study, with 40 patients (22 diabetic and
18 non-diabetic) scheduled for a revascularization
procedure. The methods of detection in atheroma
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plaques included a PCR assay and culture of
atheroma plaques to detect Cp and Hp. Serology
was used to evaluate the patients previous contact
with both microorganisms. In the overall group,
29 (72,5%) patients had a positive serology to

Hp and 20 (50%) had a positive serology to Cp

(p < 0,05). In diabetic patients, 77,3% had a
positive serology to Hp and 50% to Cp (p < 0,05).
In non-diabetic patients, 66,7% had a positive
serology to Hp and 50% to Cp (difference non-
significant). Cp was detected by PCR in a carotid
atheroma of a single non-diabetic patient with
positive serology and negative culture, who also
had positive serology for Hp but negative PCR and
culture. All diabetic and non-diabetic patients had
negative PCR and culture for Hp in atheroma
plaques.

Conclusion. This study provides evidence of the
presence of Cp, but not Hp, in atheroma plaques. A
chronic inflammatory response caused by
persistent arterial infection may explain the
association between Cp and atherosclerosis. The
link between Hp and atherosclerosis may be
explained by indirect effects.

Introduccién

La arteriosclerosis se comporta como un proce-
so inflamatorio crénico. El dafio endotelial, la acu-
mulacién de macroéfagos, la proliferacién de célu-
las musculares lisas y la produccién local de
factores de crecimiento y moléculas de adhesion
pueden considerarse como factores patogénicos en
este proceso’.

Diversos estudios han sugerido que la infeccion
por Helicobacter pylori puede contribuir en la pato-
genia de la enfermedad coronaria*” y que la infec-
cién por Chlamydia pneumoniae se relaciona con el
proceso arteriosclerético en general®'?, debido a in-
fecciones crénicas causadas por C. pneumoniae en
el tracto respiratorio' y por H. pylori en el tubo di-
gestivo'2, Nuestro grupo ha demostrado la relacién
entre la infeccién por H. pylori y la existencia de un
patrén de riesgo cardiovascular®3. Ademaés, algunos
autores han conseguido demostrar la presencia de
C. pneumoniae en arterias coronarias'3; sin embar-
go, los hallazgos respecto al H. pylori han sido ne-
gativos',

El objetivo de nuestro estudio fue determinar la
presencia de C. pneumoniae y H. pylori en placas de
ateroma de pacientes diabéticos y no diabéticos
con arteriosclerosis.
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Métodos

Pacientes

Durante 18 meses, se invité a participar en el estudio a to-
dos los pacientes que fueron sometidos a cirugia de revascula-
rizacién por enfermedad isquémica de las carétidas y de las
extremidades inferiores. Se recluté a 40 pacientes (22 diabéti-
cos y 18 no diabéticos) y en todos ellos se obtuvo un consenti-
miento informado.

Obtencion de muestras

Durante el acto quirtirgico se recogieron placas de ateroma
de las cardtidas y arterias de las extremidades inferiores en
condiciones estériles. Los segmentos de arterias de 10 mm fue-
ron colocados en un medio de transporte (Portagerm, BioM¢-
rieux, Marcy I'Etoile, Francia)® para andlisis subsiguiente.

Andlisis de las placas

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las muestras
fueron transportadas inmediatamente al laboratorio de Micro-
biologia y congeladas a ~70 °C para ser procesadas posterior-
mente. Los segmentos arteriales fueron homogeneizados antes
de realizar las técnicas diagnésticas (cultivo y PCR).

El procedimiento para la PCR consisti6 en la extraccion del
ADN de un homogeneizado de la muestra (50 a 100 pl) usando
lisis con sodio dodecil sulfato (SDS), precipitacién con CTAB
(cetil-trimetil bromuro de amonio), extraccion con fenol-cloro-
formo y resuspensién de la muestra en un volumen final de
60 pl de agua destilada. De esta muestra de ADN se utilizaron
3 ul para la PCR.

Para la PCR de H. pylori, a un volumen final de 100 pl se
afiadieron: 0,25 uM de desoxinucleésido trifosfato (ANTP), los
cebadores (primers) 356F 5° CCA AAA GAC TTA GAC AAG
TTG ATG 3%y 356R 5°CCT TCG TTG ATA GTR ATR TCT TC 3,
0,5 pM de cada uno, 1 bufer, CIMg, 1,5 mM, 2U de Taq polime-
rasa (Gibco, BL) y agua destilada estéril. La mezcla fue cubier-
ta con 100 pl de aceite mineral. Las condiciones de amplifica-
cién fueron 50 ciclos de 94 °C durante 1 min, 50 °C durante
1 min y 72 °C durante 2 min. En cada ensayo de PCR se inclu-
yeron un control positivo (ADN de H. pylori extraido de un cul-
tivo) y un control negativo (agua destilada). Los cebadores de
PCR amplifican especificamente un segmento de 356 pb perte-
necientes al gen ureA de H. pylori'®'’. De cada solucién inicial
de ADN se utilizaron 10 pl en una PCR en dos pasos usando
dos cebadores de H. pylori: 5°G CCA ATG GTA AAT TAG TTC
(nucleétido 304) y 5°CTC CTT AAT TGT TTT TAC AT (nucleé-
tido 714R); el tamafio esperado del producto de PCR era de
411 pb*.

Para C. pneumoniae se efectué una PCR en un primer paso
con el cebador 71-91: 5’ATA ATG ACT TCG GTT GTT 3%; 1448-
1468: 5° TAT AAA TAG GTT GAG TCA 3"y, en un segundo
paso, con el cebador 177-199: 5’AGT GTA ATT AGG CAT CTA
ATA 3% 1018-1035: 5°GCT GTA TTT CTA CAG TTG 3'. El se-
gundo paso de la PCR se realizo utilizando diluciones 1:1.000
del producto de la primera PCRY.

Para el cultivo de H. pylori, 50 de los 100 pl de homogenei-
zado fueron sembrados en una placa de Agar (BioMérieux) e
incubados a 35 °C en condiciones microaerdfilas (Campy Pack
Plus, BBL) durante 10 dias.

Los cultivos de C. pneumoniae fueron realizados con célu-
las HeLa 229, sembradas 24 h antes de la inoculacién®. Se
afiadi6 medio de cultivo (medio de Dubelcco modificado por
Iscove) (GIBCO), y las placas se cultivaron durante 48 y 72 h.
Los cultivos de H. pylori se realizaron en todas las muestras,
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Tabla 1
Pacientes Localizacién arteria Cultivo PCR Serologa
H. pylori | C. pneumoniae H. pylori | C. pneumoniae H. pylori | C. pneumoniae

1 Poplitea =) ) ) IgG + )

2 Carétida - ) -) IgG + )

3 Carétida ) ) ) (+) IgG + IgG

4 Carétida ) -) ) IgG + )

5 Carétida ) =) ) IeG + )

6 Cardétida @) ) ) IgG + IgG +

7 Carétida ) ) -) IgG+ )

8 Poplitea ) ) ) IgG + (-

9 Carétida -) -) -) IeG + )
10 Carétida ) ) ) IgG + -)
11 Poplitea ) ) ) IgG + )
12 Carétida ) ) ) IgG + )
13 Carétida ) ) ) =) IgG
14 Carétida ) ) ) ) IgG +
15 Carétida ) -) ) IgG + )
16 Aorta ) -) ) IgG + IgG +
17 Poplitea =) ) =) =) IgG +
18 Aorta ) ) ) IgG + IgG +
19 Poplitea - ) ) IgG + IgG +
20 Carétida ) ) ) IeG + -)
21 Poplitea ) -) -) -) IgG +
22 Aorta ) ) -) ) IgG +
23 Aorta ) -) ) IgG + IgG +
24 Poplitea ) ) ) IgG + )
25 Carétida ) -) ) IgG + IgG +
26 Aorta ) ) ) ) IgG +
27 Aorta ) ) ) -) IgG +
28 Carétida ) ) ) ) (&
29 Carétida ) ) ) IgG + IgG +
30 Aorta ) =) ) ) IeG +
31 Carétida ) ) ) ) )
32 Aorta ) ) ) ) IgG +
33 Carétida ) ) -) IgG + IgG +
34 Aorta (=) =) ) IgG + -)
35 Aorta ) ) -) IgG + IgG
36 Aorta ) ) ) IgG + -)
37 Aorta ) ) ) IgG + )
38 Carétida ) ) ) IgG + )
39 Carétida ) ) -) IgG + )
40 Carétida -) ) ) IgG + IgG+

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

mientras que los de C. pneumoniae sélo se efectuaron en los
pacientes con una PCR positiva.

Test seroldgicos. Los titulos de IgG e IgM frente a C. pneu-
moniae se determinaron mediante inmunofluorescencia indi-
recta, considerandose como positiva una absorbancia superior
a 0,100?'. Las IgG especificas frente a H. pylori se midieron
mediante un enzimoinmunoensayo (ELISA, VARELISA, Elias
Inc., Osceola, EE.UU.). El punto recomendado de corte fue
10 U/ml, con una sensibilidad del 92% y una especificidad
del 949%7%.

Resultados

Pacientes
Se obtuvieron placas de ateroma de todos los pa-
cientes que entraron en el estudio (tabla 1). Ningu-

no de los 40 pacientes tenia historia reciente de in-
feccion de las vias respiratorias; sin embargo, algu-
nos presentaban antecedente de tlcera duodenal.

Serologia

Un total de 20 pacientes (50%) presentaron anti-
cuerpos frente a C. pneumoniae (tabla 1). No se en-
contré correlacién entre los titulos de anticuerpos
y la evidencia de C. pneumoniae por PCR, ni de los
titulos de anticuerpos y la gravedad de las lesiones
de arteriosclerosis.

En el grupo total, 29 pacientes (72,5%) presenta-
ron titulos positivos frente a H. pylori. No se encon-
tré correlacion entre los titulos de anticuerpos y la
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C1- C+ CC2- C+ CC3 cC+

C4- Marcador

356 pb
123 pb

Figura Ia. Reacci6n en cadena
de la polimerasa de H. pylori,
con C+ (control positivo) y
C1,C2,C3,C4 (placas de atero-

Figura 1b. Reaccion en cadena de la polimerasa de C. pneumio-
niae, con C+ (control positivo), C- (control negativo), y C1, C2,
C3, C4 (placas de ateroma), con una placa positiva Cl1.

gravedad de las placas de ateroma. El porcentaje
de pacientes positivos a H. pylori fue superior al de
pacientes positivos a C. pneumoniae (un 72,5 frente
aun 50%; p < 0,05). De los pacientes diabéticos, un
77,3% tuvo serologia positiva a H. pylori y un 50%
a C. pneumoniae (p < 0,05). De los pacientes no
diabéticos, un 66,7% tuvo serologia positiva a H.
pylori y un 50% a C. pneumoniae, sin detectarse di-
ferencias significativas.

Reaccion en cadena de polimerasa

Se demostro la presencia de C. pneumoniae en
una placa de ateroma procedente de la carétida en
el paciente numero 3. Los cultivos de C. pneumo-
niae y H. pylori en las placas de ateroma de este pa-
ciente fueron negativos, presentando serologia po-
sitiva a ambos gérmenes (fig. 1a). No se detect6 la
presencia de H. pylori en ninguna placa de ateroma

(fig. 1b).
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ma) negativas.

Nuestro estudio, realizado en una muestra de
pacientes diabéticos y no diabéticos, demuestra la
escasa presencia de C. pneumoniae en placas de
ateroma, en sélo un paciente, y la nula presencia
de H. pylori. No obstante, en la bibliografia existen
diversos estudios que han demostrado la presencia
de C. pneumoniae en placas de ateroma (véase la
referencia bibliografica 23 para una revisiéon ex-

Parece que la infeccién crénica de la pared arte-
rial por C. pneumoniae puede contribuir a la pato-
genia de la arteriosclerosis. Se ha demostrado que
C. pneumoniae es capaz de infectar y reproducirse
en células musculares lisas de la pared arterial, asi
como en células endoteliales y en macréfagos?. De
acuerdo con la hipétesis inflamatoria de la arte-
riosclerosis, estas células generarian un foco infla-
matorio en esta zona que iniciarfa la lesion arte-
riosclerdtica. En algunos estudios, el germen se ha
aislado en pacientes con lesiones arteriosclerdticas,
pero no en pacientes sin evidencia de lesién arte-
riosclerética®. La discrepancia entre la escasa pre-
sencia de C. pneumoniae en este estudio con otros
trabajos con proporciones variables pero superio-
res de deteccion es dificil de explicar. Tal vez estén
en relacién con la diversidad de areas de ateroma
utilizados en nuestro trabajo (arterias carétida,
aorta y poplitea) o con la infeccién por cepas de C.
pneumoniae con menor virulencia en los pacientes
estudiados.

En nuestro estudio no se detect6 la presencia de
H. pylori en placas de ateroma, un resultado que
estd en consonancia con los obtenidos por otros
grupos'®. No obstante, en la bibliografia se ha rela-
cionado la infeccién crénica por este germen con
un aumento del riesgo cardiovascular; es posible
que este riesgo aumentado esté en relacién con

a
Discusion
Pb M Ct C2 C3 C4 c+ c- C-
700
246
123 haustiva).
b
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otros efectos de la infeccién por H. pylori, como pue-
den ser modificaciones del perfil lipidico®. El aumen-
to del riesgo cardiovascular puede estar relacionado
con modificaciones tipicas de procesos infecciosos
crénicos o con alteraciones de las cifras de fibrindge-
no, triglicéridos, factor de necrosis tumoral e inter-
leucina 6734, Incluso se ha descrito que puede haber
un aumento de los procesos de oxidacion de lipopro-
teinas en este tipo de infecciones crénicas®>3.

Con respecto a la seroprevalencia de las infeccio-
nes por H. pylori y C. pneumoniae, y en consonancia
con estudios previos®*¥, se detect6 una alta tasa de
infeccion por H. pylori en pacientes diabéticos. Esto
estd probablemente relacionado con una mayor
susceptibilidad a la infeccién en estos pacientes.

En conclusion, nuestro estudio demuestra la
nula presencia de H. pylori y escasa de C. pneumo-
niae en placas de ateroma. La relacién entre arte-
riosclerosis e infeccién por C. pneumoniae podria
explicarse por la infeccién directa de la pared arte-
rial, no asi la infeccién por H. pylori.
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