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Resumen

La infeccion por Chlamydia pneumoniae se produce en todo el mundo, lo que da como resultado una
prevalencia del 40-90% de anticuerpos séricos contra la especie en diversas poblaciones. La serologia es la
herramienta de diagnostico mas utilizada para la deteccion de infecciones respiratorias por clamidia en la
practica clinica habitual. El principal problema de este estudio es la validez de las pruebas utilizadas,
especialmente el nuevo rDNA LPS ELISA.
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1.Introduccion

La infeccién por Chlamydia pneumoniae ocurre en todo el mundo, resultando en una prevalencia de suero de
40-90% Anticuerpos contra las especies en diversas poblaciones[1]. DO. neumonia se ha asociado tanto con la
epidemia y casos endémicos de enfermedad respiratoria aguda. y se cree que es responsable del 6-20% de todos
neumonias adquiridas en la comunidad. Sin embargo, el papel de C. pneumoniae en la patogenia de
recurrentes[2-4]. Exacerbaciones de enfermedades pulmonares obstructivas cronicas. (EPOC) es desconocida.
La serologia es actualmente la Herramienta utilizada con mayor frecuencia para el diagnostico de rutina de la
reciente C. Infeccion por neumonia[5,6]. La técnica seroldgica estandar. En este momento se encuentra la
microinmunofluorescencia. (MIF) prueba. Cuerpos de clamidia elemental (EBs), que son las formas celulares
infecciosas de la clamidia, se utilizan como Antigeno en el test MIF. Se afirma que esta prueba es Especifico de
la especie y puede diferenciar entre IgG, IgM y anticuerpos IgA[7].

Este estudio evalué un lipopolisacarido de ADNr comercial. (LPS) ELISA (Medac GmbH, Hamburgo,
Alemania) para la deteccion de clamidias especificas Los anticuerpos en pacientes con EPOC y lo compararon.
con el ensayo MIF[8].

La poblacion de estudio consistié en 271 pacientes (21 1 varones y 60 mujeres) con EPOC atendiendo a la
clinica ambulatoria de la unidad de enfermedad pulmonar en el St Hospital Antonius, Nieuwegein, Paises
Bajos[9]. los rango de edad de los pacientes fue 34-88 afios con una Mediana de 67 afios. Se tomaron muestras
de sangre de Cada paciente cada 2-7 meses (mediana 4 meses)[10]. los El periodo de vigilancia oscil6 entre 3 y
19 meses. (mediana 15 meses). Todas las muestras de suero de cada una[11]. El paciente fue evaluado en una
carrera para evitar una mala interpretacion. Debido a la variacion del dia a dia en los ensayos[12].

2.Metodos

Se utiliz6 el ensayo de microinmunofluorescencia (MIF). para medir anticuerpos especificos IgG, IgM e IgA
contra C[13]. neumoniae (Cp) cuerpos elementales (Washington Fundacion de Investigacion, Seattle, WA, EE.
UU.)[14]. En Ademas, una prueba MIF disponible comercialmente (Labsystems OY, Finlandia) se utiliz6 para
distinguir entre C. pneumoniae, C. trachomatis y C[15]. psittaci LPSespecificos anticuerpos La prevalencia de
Cp especifica Los anticuerpos IgG, IgM e IgA se basaron en los presencia de anticuerpos en los titulos 3 32, 2
16 y 32, respectivamente[16]. Diagnoéstico de una infeccion por Cp durante La vigilancia se baso en la presencia
de Cp-especificos. IgM en cualquier muestra de suero, o un titulo de cuatro veces o mas aumento del anticuerpo
IgG o IgA especifico de Cp, o ambos, entre dos muestras de suero consecutivas. Todas dos diluciones fueron
hechas por un robot de pipeteo (MARCA 5; DPC, Los Angeles, CA, USA)[17].

Los anticuerpos IgG, IgM e IgA especificos de clamidia fueron También detectado por un ADN recombinante
(rDNA) LPS ELISA (Medac GmbH, Hamburgo, Alemania). Esta ELISA se basa en un producto quimicamente
puro, recombinante[ 18].LPS que contiene un epitopo especifico de género de Chlamydia spp. Cada muestra de
suero fue mezclado bien antes de procesar de acuerdo con el Instrucciones del fabricante. Diluciones iniciales de
suero para Las mediciones de anticuerpos IgG, IgM e IgA fueron 1 en 100, 1 en 50 y 1 en 50, respectivamente.
Sueros con OD los valores> 2,5 se volvieron a probar a una dilucion previa de 1 en 4. Se uso6 un suero estandar
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diluido en serie dos veces para calcular el titulo log2 de las muestras de los pacientes. los Los valores de corte
de IgG, IgM e IgA se calcularon como prescrito por el fabricante[19]. La prevalencia de Los anticuerpos IgG,
IgM e IgA especificos para clamidia fueron Con base en los siguientes criterios: corte calculado. X 1.10, 3 corte
calculado X 1.15 y 3 calculado corte X 1.10, respectivamente. Diagnostico serologico de una infeccion aguda
por clamidia se basé en los resultados de ELISA con los siguientes criterios: una triple o Mayor aumento de IgG
o IgA especifica para clamidia Titulo de anticuerpos, o un aumento de dos veces en IgM especifica titulo, o un
aumento doble en el anticuerpo IgG especifico titulo en combinacién con un aumento de dos veces en Titulo
especifico de anticuerpos IgA. Todo el pipeteo fue hecho. Por el mismo robot de pipeteo[20].

La variabilidad intraensayo de la clamidia IgG, IgM e IgA rDNA LPS ELISA se calcul6 probando un Muestra
de suero positiva 10 veces en una carrera. El interensayo La variabilidad se calculd probando un positivo.
Muestra en 10 carreras diferentes[21]. Se utilizé una curva estandar. Para calcular el titulo de la muestra del
paciente. El intraand Las variabilidades entre ensayos oscilaron entre 2.8 y 6.7%. y del 10.6 al 12.2%,
respectivamente[22].

3.Experimentos

Un total de 1058 muestras de suero de 271 EPOC. Los pacientes fueron probados en este estudio. La C.
pneumoniae La seroprevalencia de IgG observada por MIF fue de 72% cuando Se analiz6 la primera muestra de
suero de cada paciente. UNA Se encontrd seroprevalencia del 53% cuando la clamidia. Se aplicé IgG rDNA
LPS ELISA a los mismos sueros[23]. Los resultados correspondientes para IgG con ambas pruebas fueron
encontrado en 182 (67%) de los pacientes con EPOC; 70 (79%) de 89 pacientes con resultados discordantes de
IgG fueron MIF positivo y rADN ELISA ELISA negativo. Habia muy poca discordancia en los resultados de
IgM; 9 (90%) de 10 pacientes con resultados de IgM discordantes fueron ADNr Positivo y MIF negativo.
Ochenta y nueve (33%) de la 271 sueros mostraron resultados discordantes de IgA; de nuevo, 52 (58%) de 89
pacientes tuvieron resultados positivos de MIF con Resultados negativos de ELISA para ELPS de ADNr[24].

No hay cambios significativos en IgG especifica para clamidia, IgM y el anticuerpo IgA durante el periodo de
vigilancia fueron encontrado en 263 (97%) y 248 (92%) pacientes, como observado por MIF y rDNA ELPS
ELISA, respectivamente[25]. Los titulos de anticuerpos de estos individuos fueron constantes. a lo largo del
tiempo con cambios muy limitados observados entre Muestras consecutives[26].

Siete (3%) pacientes tuvieron resultados MIF que indicaron C. Infeccién por neumonia durante su periodo de
vigilancia. Estos resultados fueron confirmados en cinco de los pacientes por ADNr LPS ELISA. Once
pacientes mas fueron infectados durante la observacion de acuerdo con el rDNA Solo resultados de LPS ELISA.
Estos pacientes tuvieron significativamente IgG e IgA especificas de C. pneumoniae elevadas Titulos de
FOMIN, en comparacién con los pacientes sin infeccion (p = 0,007 y 0,008 respectivamente). En Ademas, 6
(55%) de los 11 pacientes tenian titulos de MIF IgG. 3 512, que fue significativamente mas de 19 (8%) de 253
pacientes sin evidencia de infeccion (p = 0.0001). Los perfiles seroldgicos de los 18. Pacientes con evidencia de
infeccion durante su periodo de vigilancia se presentan. Todos los 18 Los pacientes también fueron probados
con el comercial Prueba de MIF disponible de Labsystems. Este ensayo MIF utiliza tres. Diferentes manchas de
antigeno / pozo, para distinguir. entre C. pneumoniae, C. trachomatis y C. psittaci anticuerpos especificos para
LPS. Ninguno de los pacientes Los resultados serologicos indican resultados recientes de C. trachomatis. o
infeccion por C. psittaci. Ademas, no significativo Diferencias en los titulos de C. pneumoniae para estos. Se
encontraron pacientes, en comparacion con los pacientes "internos". MIF (datos no mostrados).

4.Resultados

Dos pacientes tenian ELD ELISA para el ADNr de IgM contra la clamidia Resultados indicativos de infeccion
por C. pneumoniae al ingreso al estudio. Tres pacientes tuvieron clamidia positiva. IgM rDNA LPS ELISA
resultados durante todo su periodo de vigilancia (periodo de observacion varié de 13 a 18 meses). En dos de
estos pacientes, ninguna significativa. cambio de titulo en la reactividad de IgM se observé con el tiempo. Un
paciente tuvo una caida significativa del titulo IgM entre La primera y la Gltima muestra de suero. Ninguno de
esos Los pacientes tenian reactividad IgM MIF. Otros cuatro pacientes tuvo resultados de ELISA ELISA para el
ADNr de IgM de clamidia cerca de El valor de corte durante toda su vigilancia. periodo. Nuevamente, ninguno
de estos pacientes tenia MIF IgM reactividad.

La incidencia de infeccion por C. pneumoniae segun lo determinado por la prueba MIF y el rDNA LPS ELISA
fue 2.2 y 5.3 / 100 persona-aiios, respectivamente. La serologia es la herramienta diagndstica mas utilizada. para
la deteccion de infecciones respiratorias por clamidia en préctica clinica de rutina. A principios de la década de
1970, un sensible Se desarroll6 el ensayo de microinmunofluorescencia (MIF). que result6 ser adecuado para el
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diagnostico de rutina. En la prueba del FOMIN, los cuerpos elementales purificados son utilizado para detectar
anticuerpos especificos contra la clamidia en la IgM, IgG e IgA fracciones séricas. La prueba MIF es
generalmente Aceptado como el estandar de oro para la serologia. Diagnostico de una infeccion aguda por C.
pneumoniae. Sin embargo, Interpretacion de fluorescencia especifica y no especifica. patrones requieren
experiencia y habilidad, y la La interpretacion de titulos altos (2 512) es muy dificil. y subjetivo. Ademas, las
reacciones cruzadas entre C. neumonia y otras especies de clamidia han sido informé. Los antigenos
quimicamente puros han sido Aislada para la deteccion de anticuerpos contra. LPS clamidial y esto se ha
desarrollado en una ELISA para ADN recombinante LPS disponible comercialmente. En el presente estudio,
este IDNA LPS ELISA. Desarrollado para la deteccion de IgG especifica para clamidia, Los anticuerpos IgM e
IgA lograron un alto grado de Reproducibilidad, concordancia parcial en seroprevalencia. se encontr6 con el
ensayo interno de C. pneumoniae MIF. Hubo resultados discordantes entre las dos pruebas. Sin embargo, y una
menor seroprevalencia se encontr6 con El tDNA LPS ELISA en comparacion con el interno FOMIN Una
posible explicacion para esto es que los anti-LPS Los anticuerpos contra la clamidia pueden tener una vida
media mas corta que Los anticuerpos MOMP detectados por MIF. sin embargo, el Datos seroldgicos obtenidos
por MIF y el ADNr LPS. ELISA fue idéntico en> 95% de los pacientes. Sobre el Por otro lado, el rDNA LPS
ELISA parece ser mas Sensible para la deteccion de clamidia respiratoria aguda. Infeccion que el tradicional
FOMIN. Mas pacientes tenian resultados serologicos que indicaban infeccion durante el Periodo de vigilancia al
utilizar el rDNA LPS ELISA. Muchos de estos pacientes tenian niveles elevados de IgG e IgA de MIF titulos de
anticuerpos que no cambiaron significativamente sobre hora. Este fenémeno confirma la visién de Grayston. et
al. que C. pneumoniae titulos MIF IgG 2 512 pueden indicar infeccion actual o reciente. Sobre el Por el
contrario, varios pacientes con IgG MIF elevada los anticuerpos no tenian resultados de ELISA para ELISA de
ADNIr Infeccion por clamidia durante el periodo de vigilancia. Estos titulos de anticuerpos IgG constantemente
altos pueden indicar Una infeccion crénica por clamidia. Falck et al. reportado titulos altos de anticuerpos IgG
de IgG de pneumoniae pacientes con infeccion persistente por C. pneumoniae sin Signos clinicos de infeccion
por periodos de 6 meses. Hasta un afio.

5.Discusion

En tres pacientes, la reactividad de [gM por rDNA LPS ELISA persistié durante todo el periodo de observacion.
Cuatro otros pacientes tenian niveles bajos de clamidia IgM rDNA Anticuerpo LPS cercano al valor de corte del
ELISA durante todo su periodo de vigilancia. Una croénica, La infeccion asintomatica por C. pneumoniae puede
haber sido Responsable de este fenémeno. Esta observacion sugiere que puede ser dificil hacer una Diagnostico
de una infeccion aguda por clamidia respiratoria. con el rDNA LPS chlamydia IgM ELISA, especialmente
cuando solo se dispone de una muestra de suero. El uso de muestras de suero pareadas, tomadas con al menos
un 1-2 el intervalo de la semana solucionara este problema, requiriendo al menos un cambio de titulo de dos
veces en la IgM clamidial para Un diagndstico de una infeccion aguda por clamidia.

El ensayo de clamidia de ADNr LPS se puede utilizar para diagnosticar la infeccion aguda por C. pneumoniae
respiratoria A pesar del género especifico de la prueba. Esto puede Se justifica por la diferencia en prevalencia
de infeccion. por las tres especies de clamidia. C. pneumoniae Las infecciones respiratorias se producen con mas
frecuencia que C. trachomatis y C. psittaci respiratoria infecciones Ahora hay datos disponibles que indican que
Los ensayos actuales del FOMIN con EB no pueden ser confiados a distinguir con precision entre los tres
especies de clamidia (R. P. Verkooyen et al. no publicadas ob servat i ons).

6.Conclusion

El tema principal de este estudio es la validez de las pruebas. Se utiliza, especialmente el nuevo rDNA LPS
ELISA. Sin embargo, El principal problema en la validacion de una nueva prueba es el Definicion de un patrén
oro. Cultura o PCR, o ambos, Se puede utilizar para calcular la sensibilidad y especificidad. de ensayos
serologicos. Sin embargo, la infeccion asintomatica, A menudo sin respuesta serologica, se ha reportado. y poco
se sabe sobre el papel de la El organismo como comensal y la posibilidad de ¢ d e r estado. La mayoria de los
clinicos estan interesados en diagnosticar Infecciones agudas por C. pneumoniae y una significativa. Aumento
de anticuerpos especificos contra clamidia entre agudos. y las muestras de suero convaleciente generalmente se
consideran Para ser una indicacion de infeccion aguda. los Incidencia encontrada en este grupo de pacientes con
EPOC por MIF Fue comparable con la incidencia encontrada por Grayston. Se encontré una mayor incidencia
cuando el Se us6 ADNr ELPS ELISA.

En conclusion, el estudio muestra que el rDNA LPS El ensayo de clamidia puede ser actualmente el mas

sensible. Método seroldgico para el diagnostico de recientes. Infeccion respiratoria por Chlamydia spp. C.
pneumoniae infeccion puede hacer una contribucion significativa a Morbilidad en pacientes con EPOC.
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Micro-immuno Fluorescence for the Diagnosis of Infectious Disease

Abstract

Infection with Chlamydia pneumoniae occurs worldwide, resulting in a 40-90% prevalence of serum antibody to
the species in various populations. Serology is the most commonly used diagnostic tool for the detection of
respiratory chlamydial infections in routine clinical practice. The major issue of this study is the validity of the
tests used, especially the new rDNA LPS ELISA.

Keywords: Infectious Disease, Micro-Immuno Fluorescence, Diagnosis
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