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Abstract
Background. Infection with Chlamydia pneumoniae, a common human respiratory tract pathogen, has
been recently associated with cardiovascular syndromes, such as atherosclerosis, myocardial infarction and
stroke. According to the literature data significantly high percentage of CAD patients exhibited serological
markers of chronic Chlamydia pneumoniae infection. Chlamydia pneumoniae DNA and antigens were also
detected (using variety of methods) in carotid arteries atherosclerotic plaques.
The aim of the study was to evaluate the frequency of Chlamydia pneumoniae infection in CAD patients
by measuring specific serum IgG, IgM and IgA levels and by detection of Chlamydia pneumoniae DNA in
carotid atherosclerotic plagues.
Material and methods. 28 patients operated for CAD (8 female, 20 male; mean age 64.5 years) and
20 control subjects matched for age and sex (4 female, |6 male) without clinical signs and symptoms of cardio-
vascular and pulmonary disease were enrolled in the study. Microimmunofluorescence method was applied to
evaluate the level of anti-Chlamydia pneumoniae IgG, IgA and [gM. Chlamydia pneumoniae micro-IF test
(Labsystem) was used. Nested PCR was used for Chlamydia pneumoniae DNA detection in atherosclerotic
plaques, obtained during carotid endartherectomy. The results were evaluated by means of STATISTICA
software programme and considered statistically significant when was less than 0.05 (p < 0.05).
Results. Serologic markers of chronic Chlamydia pneumoniae infection were detected in 22 of 28 (78.6%)
patients and in 6 of 20 (30%) healthy controls. In 36.4% (8/22) of patients with serologic markers of chronic
Chlamydia pneumoniae infection we observed high titers of specific IgG and IgA, which can indicate reinfec-
tion or exacerbation of chronic infection. Interestingly, all patients in this group presented to have TIA symp-
toms. Chlamydia pneumoniae DNA was present in carotid atherosclerotic plagues obtained from 17 (60.7%)
patients.
Conclusions. Serological signs of chronic Chlamydia pneumoniae infection occur statistically more frequent
in CAD patients compared to healthy controls. Active Chlamydia pneumoniae infection is associated with TIA
symptoms. There is an urgent need of standardization of PCR methods detecting DNA Chlamydia pneumo-
niae in atherosclerotic plaques.
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Streszczenie
Wstep. Wzrastajgca liczba danych seroepidemiologicznych i doswiadczalnych wskazuje na mozliwy udziat
Chlamydia pneumoniae, niedawno odkrytego ludzkiego patogenu wewngtrzkomdrkowego, w patogenezie
chordb uktadu sercowo-naczyniowego, takich jak miazdzyca, zawat serca i udar mézgu. Wedtug danych
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z pismiennictwa u znacznego odsetka chorych z miazdzycowym zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej
wykryto serologiczne wskazniki przewleklego zakazenia Chlamydia pneumoniae. Korzystajgc z réznych metod,
wykryto réwniez DNA i antygeny Chlamydia pneumoniae w blaszkach miazdzycowych zlokalizowanych
w obrebie tetnic szyjnych wewnetrznych.

Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania zakazenia Chlamydia pneumoniae u chorych z miazdzy-
cowym zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej poprzez oznaczenie miana swoistych przeciwciat klasy IgG,
IgM i IgA oraz poprzez detekcje DNA Chlamydia pneumoniae w blaszkach miazdzycowych, usunietych
podczas zabiegu udroznienia tetnic szyjnych wewnetrznych.

Materiat i metody. Badaniem objeto 28 chorych z miazdzycowym zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej
(8 kobiet, 20 mezczyzn), sredni wiek chorych wynosit 64,5 roku. Grupa kontrolna skfadata sie z 20 oséb, zblizo-
nych pod wzgledem wieku i ptci do grupy badanej, bez objawdw chordb ukfadu sercowo-naczyniowego i oddecho-
wego. Ocene miana swoistych przeciwciat anty-Chlamydia pneumoniae Klasy IgG, IgA i IgM przeprowadzono,
stosujgc metode mikroimmunofluorescencji, za pomocg testu Chlamydia pneumoniae Micro-IF firmy Labsystems
(Finlandia). Do wykrywania DNA Chlamydia pneumoniae w blaszkach miazdzycowych uzyto metody nested
PCR. W andlizie statystycznej wykorzystano program Statistica. Za istotne statystycznie przyjeto p < 0,05.
Wyniki. Serologiczne wskazniki przewlekiego zakazenia Chlamydia pneumoniae stwierdzono u 22 sposrod
28 chorych (78,6%) oraz u 6 sposrdd 20 oséb z grupy kontrolnej (30%). U 36,4% pacjentdw (8/22), u ktdrych
rozpoznano serologicznie przewlekfe zakazenie Chlamydia pneumoniae, zaobserwowano wysokie miana swo-
istych przeciwciat klasy IgG i IgA, wskazujgce na reinfekcje lub zaostrzenie przewlektego zakazenia. U wszyst-
kich chorych w tej grupie odnotowano objawy przemijajgcego niedokrwienia mézgu. DNA Chlamydia pneu-
moniae stwierdzono u |7 (60,7%) chorych z miazdzycowym zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej.
Whioski: Serologiczne wskazniki przewlekfego zakazenia Chlamydia pneumoniae wystepujq statystycznie
czesciej u chorych z miazdzycowym zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej niz w grupie kontrolnej. Aktywne
zakazenie Chlamydia pneumoniae wigze sie z wystepowaniem objawdw przemijajgcego niedokrwienia moz-
gu. Istnieje pilna potrzeba standaryzacji metod PCR wykrywajgcych DNA Chlamydia pneumoniae w blasz-
kach miazdzycowych.

Stowa kluczowe: Chlamydia pneumoniae, zwezenie tetnic szyjnych wewnetrznych

Introduction

Nearly three-quarters of all adult deaths in develo-
ped countries are due to cardiovascular diseases. Stroke
is the third most common cause of death, behind heart
disease and cancer. Atherosclerosis is the most common
form of occlusive disease and, therefore, the most
common cause of stroke originating from disease in the
cervical carotid artery.

Atherosclerosis is a multifactorial disease with seve-
ral well-described risk factors, including smoking, hy-
pertension and dyslipidemia. The differences in the preva-
lence of these conventional risk factors do not fully ac-
count for temporal and geographic variations in the prev-
alence and severity of the disease. About one third of
the individuals with atherosclerosis are estimated not
to have any of these major risk factors [ 1]. Consequently,
there is intense research interest focused on seeking
other atherogenic risk factors, such as coagulation fac-
tors, inflammatory factors, and infectious agents.

Current data support the hypothesis that athero-
sclerosis is an inflammatory disease. According to the

Wstep

Choroby serca i naczyn krwionos$nych powoduja
okoto 75% zgonoéw ludzi dorostych w krajach rozwi-
nietych. Udar moézgu jest trzecia (po chorobach serca
i chorobach nowotworowych) co do czestosci przyczyna
zgondéw. Miazdzyca, bedac najczestsza choroba powo-
dujaca zwezenie, a nawet catkowite zamkniecie $wiatta
naczyn, jest tym samym najczestszg przyczyng udaru,
rozwijajacego sie na podtozu choréb tetnic szyjnych.
Miazdzyca jest chorobg o ztozonej etiologii. Charakte-
ryzuje sie wieloma dobrze poznanymi czynnikami ryzy-
ka, do ktérych naleza m.in. palenie tytoniu, nadci$nienie
tetnicze i dyslipidemia. Réznice w wystepowaniu u cho-
rych konwencjonalnych czynnikdw ryzyka nie wyjasniaja
jednak catkowicie czasowego i geograficznego zrézni-
cowania w pojawianiu sie i ciezkosci tej choroby — u okoto
1/3 chorych z objawami miazdzycy nie wystepuja zadne
z najwazniejszych czynnikéw ryzyka [1]. Dlatego tez
poszukuje sie innych czynnikéw ryzyka, np. zwigzanych
z procesami krzepniecia, z reakcjami zapalnymi lub czyn-
nikami zakaznymi.
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up-to-date theory of atherogenesis, this process begins
with an ”initial injury” that triggers an inflammatory re-
sponse involving lymphocytes, macrophages, smooth
muscle cells, and endothelial cells [2].

Some of the triggers proposed for the ”initial injury”
in atherosclerosis include carbon monoxide of cigarettes,
hemodynamic "friction” upon the endothelium, hyper-
cholesterolemia, oxidized low density lipoprotein (LDL),
and more recently, infectious agents such as herpesvi-
rus (HSV), cytomegalovirus, Helicobacter pylori, and
Chlamydia pneumoniae [1, 3].

Chlamydia pneumoniae is an obligate intracellular bac-
terial pathogen causing respiratory tract infections, such
as pneumonia, bronchitis, sinusitis, and pharyngitis in both
adults and children [4]. However, many chlamydial infec-
tions are primarily asymptomatic but show a tendency to
persist. The duration of immune protection after infec-
tion with Chlamydia pneumoniae is limited, and persistent
infection may occur since the host may be incapable of
eradicating the organism. Both persistent and repeated
infections may cause intense inflammatory reactions [5].
Chronic or recurrent Chlamydia pneumoniae infections
have been associated with adult-onset asthma, athero-
sclerosis, coronary heart disease and increased risk
of stroke and transient ischemic events [6, 7].

The association of Chlamydia pneumoniae and coro-
nary, carotid, and peripheral arterial disease has been
described in several countries in seroepidemiologic,
anatomopatological and experimental studies. Saikku et
al. first reported an association of antibody against
Chlamydia pneumoniae and coronary heart disease in
1988. The same group reported the detection of im-
mune complexes containing chlamydial lipopolisaccha-
ride in more than 60% of patients with acute myocar-
dial infarction [8]. An association of Chlamydia pneumo-
niage antibody and carotid artery thickening has also
been reported [4]. Alan Shor found structures on elec-
tron microscopy that resembled the unique pear shape
of Chlamydia pneumoniae. Kuo et al. [4] showed by im-
munocytochemistry with Chlamydie. pneumoniae spe-
cific monoclonal antibody, and Lee Ann Campbell by
the polymerase chain reaction (PCR), that Shor’s struc-
tures were Chlamydie pneumoniae [9]. Reports on culti-
vation of Chlamydie pneumoniae in fragments of arteries
exist, showing the viability of the bacterium and its mul-
tiplication capacity in that type of environment [1, 10].

A variety of experiments offer possible pathogenic
mechanisms for Chlamydia pneumoniae to cause athero-
sclerosis. In vitro, Chlamydia pneumoniae has been shown
to multiply in macrophages, endothelial, and smooth mus-
cle cells. Chlamydia pneumoniae is a gram-negative intrac-
ellular bacterium possessing lipopolisaccharide and its

Wedtug aktualnej wiedzy miazdzyce uznaje sie za
chorobe zapalna. Proces aterogenezy rozpoczyna sie
od niewielkiego ,,poczatkowego uszkodzenia”, urucha-
miajacego odpowiedz odpornosciowa, w ktérej biora
udziat limfocyty, makrofagi, komérki miesni gtadkich
i komorki srédbtonka [2]. Do czynnikéw odpowiedzial-
nych za ,,poczatkowe uszkodzenie” zalicza sie m.in. tle-
nek wegla, obecny w dymie tytoniowym, hemodyna-
miczny nacisk (,,tarcie”) na komorki srodbtonka, pod-
wyzszone wartosci stezenia cholesterolu, obecnos¢ utle-
nionego cholesterolu frakcji LDL. Ostatnio do czynni-
kow tych zalicza sig réwniez czynniki zakazne, takie jak
wirus opryszczki, wirus cytomegalii, Helicobacter pylori
i Chlamydia pneumoniae [I, 3].

Chlamydia pneumoniae jest bezwzglednym pasozy-
tem wewnatrzkomoérkowym, wywotujacym zaréwno
u dorostych, jak i u dzieci zakazenia drég oddechowych,
np. zapalenie ptuc, oskrzeli, zatok i gardta [4]. Wiele za-
kazeni chlamydiowych to zakazenia bezobjawowe lub
skapoobjawowe, z tendencja do przewlektosci. Ochron-
ne dziatanie przeciwciat po przebyciu zakazenia Chla-
mydia pneumoniae trwa przez czas ograniczony; prze-
wlekte zakazenie moze wystapi¢ jesli organizm chore-
g0 nie jest w stanie wyeliminowa¢ patogenu. Zaréwno
przewlekte, jak i nawracajace zakazenia wywotuja nasi-
lona reakcje zapalna [5].

Wykazano zwigzek miedzy przewlektym lub nawra-
cajacym zakazeniem Chlamydia pneumoniae a astma
oskrzelowa, miazdzyca, choroba wiericows i podwyz-
szonym ryzykiem udaru mézgu lub jego przemijajacego
niedokrwienia [6, 7].

Na podstawie badan seroepidemiologicznych, ana-
tomopatologicznych i prac doswiadczalnych przeprowa-
dzonych w wielu krajach opisano zwiazek Chlamydia
pneumoniae z chorobami naczyn wiencowych, tetnic szyj-
nych i obwodowych. Zespét prof. P. Saikku w 1988 roku
jako pierwszy opisat zwigzek miedzy obecnoscia swo-
istych przeciwciat anty-Chlamydia pneumoniae a choroba
wiencowa. Ten sam zespét wykryt obecnos¢ komplek-
séw immunologicznych zawierajacych lipopolisacharyd
Chlamydia pneumoniae u ponad 60% chorych z ostrym
zawatem serca [8]. Opisano réwniez zwigzek miedzy
obecnoscia przeciwciat (skierowanych przeciwko Chla-
mydia pneumoniae) a miazdzyca tetnic szyjnych [4]. Alan
Shor za pomoca mikroskopu elektronowego wykryt
w blaszce miazdzycowej obecnosé¢ struktur przypomi-
najacych gruszkowatym ksztattem Chlamydia pneumonie.
Kuo i wsp. [4] metoda immunohistochemiczng z uzy-
ciem przeciwciat monoklonalnych oraz Campbell me-
toda PCR potwierdzili, ze struktury obserwowane przez
Shora to istotnie Chlamydia pneumoniae [9]. Udato sie
réowniez wyhodowac ten drobnoustréj ze skrawkow
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multiplication was associated with cytokine production and
induction of adhesins. Chlamydia pneumoniae infection
of human endothelial cells stimulated transendothelial mi-
gration of neutrophils and monocytes. Experiments with
human macrophages in vitro showed that with added low
density lipoprotein (LDL) in the media the macrophages
ingested some of the lipid. However, if the cells were in-
fected with Chlamydia pneumoniae much greater amounts
of cholesterol esters could be measured and many of the
infected cells took on the characteristic appearance of foam
cells found in atheroma. It has been shown that Chlamydia
heat shock protein 60 localizes in human atheroma and
may regulate macrophage tumor necrosis factor-alpha and
matrix metalloproteinase expression, functions considered
relevant to atherosclerosis and its complications [3, 9, 11].

Chlamydia pneumoniae could play a causative role in one
or more of the many different stages in the development of
atherosclerosis which is a nearly life long process. It could
be in initiation of the disease or in the development or ac-
celeration of the process. The early animal model studies
most strongly support Chlamydia pneumoniae involvement
along with lipids in the development and acceleration of the
disease, but do not rule out a role in initiation of the disease.
The organism could also play a role in the final stages of the
disease when complications of atherosclerosis lead to events
such as myocardial infarction or ischemic stroke [9].

The aim of our study was to evaluate the frequency
of Chlamydia pneumoniae infection in CAD patients by
measuring Chlamydia pneumoniae-specific serum IgG,
IgM and IgA levels and by detecting Chlamydia pneumo-
niae DNA in atherosclerotic plaques obtained during
carotid endarterectomy using nested PCR method.

Material and methods

Twenty-eight CAD patients (8 female, 20 male), mean
age 64.5 years, have participated in the research. All
patients previously were treated with carotid
endarterectomy. Carotid stenosis over 70% in sympto-
matic and asymptomatic patients was the indication for
surgery. Blood samples were obtained from patients the
day before operation and sera were frozen in —20°C before
carrying out MIF test. Atherosclerotic plaques obtained
during endarterectomy were frozen in —70°C until
performing PCR procedure. The specimens were
collected from July 2001 through January 2002 (Tab. 1).

20 control patients, matched for age and sex (4 fe-
male, 16 male) without clinical signs and symptoms of car-
diovascular and pulmonary disease took part in our study.

Serological studies
To evaluate the level of specific IgA, IgM and IgG in
patients’ sera microimmunofluorescence method (MIF)

tetnic — wykazano w ten sposéb, ze Chlamydia pneumo-
niage zyje i moze namnazac sie w tkance naczyn [I, 10].

W wielu pracach doswiadczalnych opisano mozliwe
mechanizmy udziatu Chlamydia pneumoniae w patogene-
zie miazdzycy. W badaniach in vitro wykazano, ze drob-
noustrdj ten namnaza sie w makrofagach, komérkach
$rodbtonka i komorkach miesni gtadkich. Chlamydia pneu-
moniae jest gram-ujemng bakteria, posiadajaca LPS, a jej
wewnatrzkomérkowe namnazanie wigze si¢ z wytwa-
rzaniem cytokin i indukcjg czastek adhezyjnych. Zakaze-
nie komérek srodbtonka Chlamydia pneumoniae wywo-
tuje migracje neutrofili i monocytéw. W badaniach in vi-
tro prowadzonych na ludzkich makrofagach udowodnio-
no, ze po dodaniu do podfoza cholesterolu LDL, ma-
krofagi fagocytuja go. Jesli jednak makrofagi zakazono
Chlamydia pneumoniae, fagocytuja one znacznie wigk-
sze ilosci LDL, a wiele z nich przeksztatca sie¢ w komorki
piankowate, charakterystyczne dla blaszek miazdzyco-
wych. Wykazano, ze chlamydiowe biatka szoku termicz-
nego (hsp-60) wystepuija w blaszce miazdzycoweji moga
wplywac regulujaco na ekspresje TNF-alfa i metalopro-
tein macierzy, uczestniczac w ten sposéb w najistotniej-
szych mechanizmach rozwoju miazdzycy i jej nastepstw
[3,9, .

Chlamydia pneumoniae moze odgrywac role przyczy-
nowa w wielu stadiach miazdzycy — choroby rozwija-
jacej sie przez niemal cate zycie. Moze bra¢ udziat
w zapoczatkowaniu choroby, w réznych etapach jej roz-
woju, a takze rozwdj ten przyspiesza¢. Wczesne bada-
nia przeprowadzone na modelach zwierzecych potwier-
dzaja udziat Chlamydia pneumoniae, dziatajacej synergi-
stycznie z lipidami, w rozwoju i przyspieszaniu progre-
sji choroby, nie wykluczaja jednak udziatu tego patoge-
nu w jej zapoczatkowaniu. Chlamydia pneumoniae moze
réwniez uczestniczy¢ w koncowych etapach choroby,
kiedy powikfania miazdzycy doprowadzaja do zawatu
serca lub udaru mézgu [9].

Celem niniejszej pracy byfa ocena czestosci wyste-
powania zakazen Chlamydia pneumoniae u chorych ze
zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej poprzez ozna-
czenie miana swoistych przeciwciat w klasie 1gG, I1gM
i IgA oraz wykrywanie DNA Chlamydia pneumoniae me-
toda PCR w blaszkach miazdzycowych, usunietych pod-
czas zabiegu udroznienia.

Materiat i metody
Badaniem objeto 28 chorych ze zwezeniem tetnicy
szyjnej wewnetrznej (8 kobiet, 20 mezczyzn), Sredni
wiek chorych wynosit 64,5 roku. Wskazaniem do ope-
racji byto zwezenie tetnicy szyjnej wewnetrznej powy-
zej 70%, zaréwno u chorych z objawami, jak i u pacjen-
téw, u ktoérych objawy nie wystepowaty. Krew do ba-
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Table I. Clinical characteristics of patients
Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej

Characteristic
Wyszczegélnienie

Number of patients/percentage of patients
Liczba chorych/odsetek chorych

Male
Mezczyzni
Female
Kobiety
Tobacco smoker
Palacy tyton
Past smoking
Osoby palace w przesztosci

Current smoking

Osoby obecnie palace

Never smoking

Osoby nigdy niepalace
Arterial hypertension
Nadcisnienie tetnicze
Coronary artery disease
Choroba wiericowa
Peripheral arterial occlusive disease
Miazdzyca tetnic koriczyn dolnych
TIA
Objawy przemijajacego niedokrwienia mézgu
Total Cholesterol > 200 mg/dI
Cholesterol catkowity > 200 mg/dI
Triglicerydes > 200 mg/dl
Trojglicerydy > 200 mg/dl
Cholesterol HDL < 35 mg/dl
Cholesterol frakeji HDL

20 (71%)
8 (29%)
22 (79%)
6 (22%)
16 (57%)
6 (21%)
22 (79%)
10 (36%)
10 (36%)
18 (64%)
22 (79%)
15 (54%)

10 36%)

was applied. Chlamydia pneumoniae Micro-IF test (Lab-
systems, Finland) was used according to manufacturer’s
instructions. Sera analyzed for Chlamydia pneumoniae I1gM
and IgA were diluted in IgG blocker (Labsystems, Fin-
land) to remove possible interference with IgG.
According to the reference data, the following cri-
teria have been adopted [12, 13]:
— chronic (persistent) infection: IgG = 1:128,
IgA = 1:32,1gM = 0;
— exacerbation of chronic infection: IgG = 1:512,
IgA = 1:64, 1gM = 0;
— primary acute infection: 1gG = 1:512, IgM = 1:8,
IgA = 0;
— contact with the pathogen in the past: IgG < 1:128,
IgA < 1:8,1gM = 0.

PCR method

DNA was extracted from frozen atherosclerotic
plaques using a Qiagen DNA mini-kit according to the man-
ufacturer’s instructions. DNA was eluted in a final volume
of 100 ul, aliquoted, and stored at —20°C. For the PCR
using CP1-CP2 with nested primer pair CPC-CPD,
the conditions were as follows: the first round of ampli-

dan pobierano w dniu poprzedzajacym zabieg operacyj-
ny; surowice przechowywano w temperaturze -20°C
do czasu wykonywania odczynu mikroimmunofluore-
scencji. Blaszki miazdzycowe, pobrane podczas udroz-
nienia, przechowywano w temperaturze —70°C do cza-
su wykonywania badan metoda PCR.

Materiat do badan zbierano od lipca 2001 r. do kon-
ca stycznia 2002 roku (tab. I).

Grupe kontrolng stanowito 20 oséb, zblizonych pod
wzgledem wieku i ptci do grupy badanej. U oséb z gru-
py kontrolnej nie stwierdzono objawéw choréb uktadu
sercowo-naczyniowego i oddechowego.

Badania serologiczne

Do oznaczenia miana swoistych przeciwciat w kla-
sie IgG, IgAi1gM w surowicy chorych zastosowano me-
tode mikroimmunofluorescencji. Oznaczenie wykona-
no za pomoca testu Chlamydia pneumoniae Micro-IF
firmy Labsystems (Finlandia), zgodnie z zaleceniami pro-
ducenta. Probki surowicy, w ktérych oznaczano miana
swoistych przeciwciat klas IgM i IgA, wstepnie inkubo-
wano z odczynnikiem blokujacym IgG (IgG blocker, Lab-
-systems, Finlandia).
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fication employed 1,5 mM MgCl,, 0.4 uM primers, and
0,625 U of Taq polymerase, 50 Mm KCI, 200 uM dNTP,
10 mM Tris HCI (pH = 8.3) and 2.5 ul sample DNA and
involved 20 cycles of | min at 94°C, | min at 65°C mi-
nus 0,5°C per cycle, and | min at 72°C plus an addition-
al 20 cycles of | min at 94°C, | min at 55°C, and | min
at 72°C. The PCR products amplified by the outer pri-
mers (CP1-CP2) were diluted 1:10, and a volume of 2.5 ul
was added to a new 25 ul PCR mixture for a second
amplification with nested primer pair CPC-CPD. The
second round of amplification employed 3 mM MgCl,,
| uM primers, and 0.625 U of Taq polymerase, 50 Mm
KCI, 200 uM dNTP, 10 mM Tris HCI (pH = 8.3) and
involved 30 cycles of | min at 94°C, | min at 50°C, and
I min at 72°C [14]. All amplification products (333 bp
and 207 bp) were analyzed by agarose gel electrophore-
sis followed by ethidium bromide staining. DNA isolat-
ed from the reference strain Chlamydia pneumoniae
ATCC 1310-VR was used as a positive control.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using STATIS-
TICA software. Authors started with Shapiro-Wilk’s
test to evaluate the distribution of variable and t-test
was used. A p value < 0.05 was considered as a statistical
significance.

Results

Serological markers of persistent Chlamydia pneumo-
niae infection were detected in 22/28 (78.6%) patients
and in 6/20 (30%) healthy controls p < 0.05 (Fig I).

In 8/22 (36.4%) patients high titers of specific anti-
bodies (IgG over 1:512 and IgA over 1:64) indicated
reinfection or exacerbation of chronic infection.

6/28 (21.4%) patients had a contact with the patho-
gen in the past.

We did not detect primary acute Chlamydia pneumo-
niae infection in any of our patients (lack of specific IgM).

Chlamydia pneumoniae DNA was present in athoro-
sclerotic plaques in 17 (60.7%) patients. According to
serological criteria 2 patients had a contact with the path-
ogen in the past, 10 had chronic infection, and 5 had an
exacerbation of chronic infection (Fig 2).

Discussion

Recognition of atherosclerosis as an inflammatory
disease has renewed interest in the role of infectious
agents in lesion initiation and progression, that was firstly
suggested by Osler early in 20" century [I5]. There is
an increase in amount of evidence to support an associ-
ation between Chlamydia pneumoniae infection and
atherosclerosis.

Zgodnie z danymi z pi$miennictwa zastosowano
nastepujace kryteria serologiczne [12, 13]:

— przewlekie (przetrwate) zakazenie: IgG = 1:128,
IgA = 1:32,1gM = 0;
— zaostrzenie przewlekiego zakazenia: IgG = 1:512,

IgA = 1:64, 1gM = 0;

— ostre pierwotne zakazenie: IgG = 1:512,1gM = 1:8,
IgA = 0;

— kontakt z patogenem: IgG < 1:128,1gA < 1:8,IgM = 0.

Metoda PCR

DNA izolowano z blaszek miazdzycowych, mrozo-
nych dotemperatury —70°C, korzystajac z zestawu Qia-
gen DNA mini-kit, zgodnie z zaleceniami producenta.
DNA eluowano w koncowej objetosci 100 ul i prze-
chowywano w temperaturze —20°C. Przeprowadzono
nested PCR, uzywajac dwéch par primerow CP|-CP2
i CPC-CPD. Pierwszy cykl amplifikacji przeprowadzo-
no, stosujac mieszanine o objetosci 25 ul zawierajaca
1,5 mM MgCl,, 0,4 uM primerow (CP1-CP2), 0,625
U Taq polimerazy, 50 Mm KCI, 200 ©M dNTP, 10 mM
Tris HCI (pH = 8,3) i 2,5 ul probki DNA. Prébki pod-
dano amplifikacji: 20 cykli, stosujac profil termiczny
I min/94°C, | min/65°C minus 0,5°C w kazdym nastep-
nym cyklu i | min/72°C oraz kolejne 20 cykli z profilem
I min/94°C, | min/55°Ci | min/72°C. Produkt zewnetrz-
nych primeréw CP[-CP2 rozcienczano 1:10i2,5 ul do-
dawano do nowej mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 3
mM MgCl,, | uM primeréw (CPC-CPD), 0,625 U Taq
polimerazy, 50 Mm KCI, 200 M dNTP, 10 mM Tris
HCI (pH = 8,3) o koncowej objetosci 25 ul. Profil ter-
miczny drugiego cyklu amplifikacji byt nastepujacy: 30
cykli I min/94°C, | min/50°Ci | min/72°C [14]. Wszyst-
kie produkty amplifikacji (333 bp i 207 bp) poddano
analizie, stosujac elektroforeze w 2-procentowym zelu
agarozowym barwionym bromkiem etydyny. DNA izo-
lowany ze szczepu wzorcowego Chlamydia pneumoniae
ATCC 1310-VR stanowit kontrole dodatnia.

Analiza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzono za pomoca
programu Statistica, wykorzystujac test Shapiro-Wilka
do oceny rozktadu, a nastepnie test t- Studenta. Za po-
Ziom istotny statystycznie przyjeto p = 0,05. Wartosci
p réwne lub wigksze od przyjetego kryterium oznacza-
no jako nieistotne.

Wyniki
Serologiczne wskazniki przewlektego zakazenia Chla-
mydia pneumoniae stwierdzono u 22/28 (78,6%) cho-
rych i u 6/20 (30%) oséb z grupy kontrolnej (p < 0,05)
(ryc. ).
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Figure 1. Chronic Chlamydia pneumoniae infection in CAD
patients (CAD) and healthy controls (C)

Rycina |. Przewlekie zakazenie Chlamydia pneumoniae u
chorych z miazdzycowym zwezeniem tetnicy szyjnej
wewnetrznej (CAD) i u oséb z grupy kontrolnej (C)

Seroepidemiological studies of patients with coro-
nary heart disease have shown an association between
antibodies to Chlamydia pneumoniae and atherosclero-
sis. Furthermore, numerous studies involving different
detection methods such as PCR, immunohistochemis-
try, electron microscopy, or in situ hybridization have
identified the organism in atherosclerotic leasions of dif-
ferent arterial sites. In addition, recovery of viable
Chlamydia pneumoniae from atheromata of coronary or
carotid arteries has been reported recently [I, 10].

Conflicting studies, however, exist [|, 16—20]. The as-
sociation of Chlamydia pneumoniae with atherosclerosis
is controversial. In fact, in the international medical lit-
erature the rate of Chlamydia pneumoniae detection in
arteries (using different methods) varies from 0 to
100% [1].

In our study MIF test and nested PCR method were
used to evaluate the frequency of Chlamydia pneumoniae
infection in CAD patients.

The MIF test is species-specific and allows to detect
various immunoglobulin types against Chlamydia
pneumoniae. A primary Chlamydia pneumoniae infection
induces IgM and IgG production, whereas in secondary
infection IgG and IgA titers increase rapidly without an
IgM response. The role of antibodies in protection against
reinfection is not known. Elevated IgG and IgA levels
occasionally persist for a long time after infection and then
are considered an indication of chronic infection. Elevat-
ed levels of IgG and IgA antibody to Chlamydia pneumoniae
and the presence of circulating chlamydia-specific immune
complexes have been associated with several chronic

Ra Rb 1a 1b

2a 2b 3a 3b

333 bp
207 bp

Figure 2. Agarose gel electrophoresis analysis of PCR products;
R — reference strain ATCC 1310-VR, a — amplicon size 333 bp
(first round of amplification), b — amplicon size 207 bp (sec-
ond round of amplification), 1-3 — patients’ samples

Rycina 2. Analiza produktéw amplifikacji w zelu agarozowym,
barwionym bromkiem etydyny; R — szczep wzorcowy
Chlamydia pneumoniae ATCC 1310-VR, a — produkt ampli-
fikacji o wielkosci 333 bp (pierwszy cykl amplifikacji),

b — produkt amplifikacji o wielkosci 207 bp (drugi cykl am-
plifikacji), 1-3 — probki badane

U 8 (36,4%) sposrad 22 chorych stwierdzono wy-
sokie miana swoistych przeciwciat w klasie I1gG (powy-
zej 1:512) i IgA (powyzej 1:64), wskazujace na reinfek-
cje lub zaostrzenie przewlektego zakazenia.

U 6 (21,4%) z 28 chorych stwierdzono serologicz-
ne wskazniki wskazujace na kontakt z patogenem w
przesztosci.

Nie zanotowano obecnosci ostrego pierwotnego
zakazenia u zadnego z badanych (brak swoistych IgM).

DNA Chlamydia pneumoniae stwierdzono u 17 (60,7%)
chorych. Wedtug kryteriéw serologicznych 2 pacjentéw
miato kontakt z patogenem w przesztosci, u 10 wystepo-
wato przewlekie zakazenie, a u 5 — zaostrzenie przewle-
kitego zakazenia (ryc. 2).

Dyskusja

Uznanie miazdzycy za chorobe zapalng spowodo-
wato wzrost zainteresowania czynnikami zakaznymi
i ich potencjalnym wptywem (sugerowanym przez Osle-
ra na poczatku XX wieku) na inicjowanie i progresije tej
choroby [15].

Wzrastajaca liczba danych potwierdza zwiazek za-
kazenia Chlamydia pneumoniae z miazdzyca. W badaniach
seroepidemiologicznych przeprowadzonych u oséb
z chorobga wiencowa wykazano zwiazek migedzy obec-
noscia przeciwciat (skierowanych przeciwko temu drob-
noustrojowi) a miazdzyca. W wielu pracach za pomoca
réznych metod (PCR, metody immunohistochemiczne,
mikroskopia elektronowa, hybrydyzacja in situ) wykry-
to obecnos¢ Chlamydia pneumoniae w blaszkach
miazdzycowych, pobranych z réznych tetnic. Wreszcie
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Chlamydia pneumoniae manifestations such as chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), sarcoidosis, adult-
onset asthma, and coronary heart disease [21].

MIF test has become the serological “golden stan-
dard” for diagnosis of Chlamydia pneumoniae infections,
being highly specific and sensitive when compared with
culture. The MIF test is therefore the technique most
widely used, although the results are subject to a wide
variety of interpretations because different research
groups apply different serological criteria for acute and
chronic infection [22]. The criteria according to D. Hahn
and L. von Hertzen used in our work were restricted
[12, 13]. 1gG and IgA titers applied by us for MIF results
interpretation were the highest in comparison with the
ones used by other authors [22].

In our study 78.6% patients proved to have sero-
logical signs of chronic Chlamydia pneumoniae infection
and 21.4% had a contact with the pathogen in the past.
We did not detect specific IgM, present in primary acute
infection, in any of our patients.

In the group of patients with chronic infection there
were 36.4% who had high titers of specific IgG and IgA,
which can indicate recurrent infection or exacerbation
of chronic infection. Interestingly, all patients in this
group proved to have symptomatic disease and all risk
factors of atherosclerosis included in the Table I. Rein-
fection with Chlamydia pneumoniae has been postulated
to exacerbate inflammation in atheromatous lesions. The
phenomenon of more severe and longer-lasting patholo-
gy after repeated infections has also been well established
in Chlamydia trachomatis animal infection models [23].

In the recent study on the presence of Chlamydia pneu-
moniae in human symptomatic and asymptomatic carot-
id atherosclerotic plaque high serum specific IgA levels
were associated with the occurrence of symptomatic di-
sease. According to the authors such association suggests
that chlamydial infection could play a role in atheroscle-
rotic plaque activation and be used as a marker to target
populations in future stroke prevention trials [24].

Katsenis et al. [25] demonstrated recently that pa-
tients with advanced atherosclerotic carotid disease had
an increased incidence of Chlamydia pneumoniae infec-
tion, detected serologically and by PCR. The authors
suggest that active infection could be responsible for
instability of the carotid plaque, causing cerebral
ischemic episodes.

Johnston et al. [26] proved that viable Chlamydia
pneumoniae are present in a substantial portion of ca-
rotid artery atherosclerotic plaques and are associated
with increased serum C-reactive protein levels.

All these observations, including ours, confirm the
hypothesis that active Chlamydia pneumoniae infection

niedawno stwierdzono obecnos¢ zywych, namnazaja-
cych sie Chlamydia pneumoniae w blaszkach miazdzyco-
wych, pobranych z tetnic wienicowych i tetnic szyjnych
wewnetrznych [, 10].

Jednak zwiazek miedzy zakazeniem Chlamydia
pneumoniae a miazdzyca wciaz wzbudza kontrowersje
— opublikowano wiele prac, w ktérych nie wykazano
takiego zwiazku [I, 16-20]. W miedzynarodowym pi-
$miennictwie poswieconym metodom wykrywania Chla-
mydia pneumoniae w materiale pobranym z naczyn
krwionosnych, wspétczynnik detekgji tego drobnoustro-
ju za pomoca réznych metod wynosi 0—-1009% [1].

W niniejszej pracy zastosowano odczyn mikroim-
munofluorescencji oraz nested PCR do oceny czestosci
zakazenia Chlamydia pneumoniae u chorych z miazdzy-
cowym zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej.

Test mikroimmunofluorescencji jest gatunkowo
swoisty; pozwala oceni¢ swoiste przeciwciata w po-
szczegdlnych klasach. Pierwotne zakazenie Chlamydia
pneumoniae wywotuje produkcje przeciwciat w klasie
IgM i IgG, natomiast powtdrne zakazenie powoduje
szybki wzrost miana przeciwciat klasy IgG i IgA, bez
odpowiedzi w klasie IgM. Rola przeciwciat w ochronie
przed powtérnym zakazeniem jest nieznana. U niekto-
rych oséb podwyzszone miana IgG i IgA utrzymuja sie
przez diugi czas po zakonczeniu ostrego okresu zaka-
Zenia — uwaza sie, ze $wiadcza one o przejsciu zakaze-
nia w forme przewlekta. Wykazano zwigzek miedzy
podwyzszonymi mianami swoistych przeciwciat w klasie
IgG i IgA oraz obecnoscia krazacych komplekséw im-
munologicznych zawierajacych antygen Chlamydia pneu-
moniae a wieloma przewlektymi chorobami, takimi jak
przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP), sarko-
idoza, astma oskrzelowa oraz choroba wiericowa [21].

Ze wzgledu na wysoka czutosé i swoistos¢ w poréw-
naniu z metodami hodowlanymi test mikroimmunoflu-
orescencji uwaza sie za metode referencyjna w diagno-
styce zakazenn Chlamydia pneumoniae. Test ten stosuje
sie, chociaz jego wyniki interpretuje sie w bardzo rézny
powszechnie sposéb, gdyz rézne zespoly badawcze
przyjmuja rézne kryteria serologiczne dla ostrego i prze-
wlektego zakazenia [22]. W niniejszej pracy przyjeto su-
rowe kryteria wedtug D. Hahna i L. von Hertzena [12,
I3]. Miana swoistych IgG i IgA, stosowane do interpre-
tacji niniejszych wynikéw byty najwyzsze w poréwnaniu
Z mianami przyjmowanymi przez innych autoréw [22].

W niniejszych badaniach u 78,6% chorych wystepo-
waly serologiczne wskazniki wskazujace na przewlekte za-
kazenie Chlamydia pneumoniae, a 21,4% os6b miato kon-
takt z patogenem w przesztosci. U zadnego z chorych nie
wykryto swoistych przeciwciat klasy IgM, charakterystycz-
nych dla ostrego, pierwotnego zakazenia. W grupie cho-
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may exacerbate inflammation in atherosclerotic
plaques.

PCR seems to be a first-choice method for Chlamy-
dia pneumoniae detection in clinical specimens, particu-
larly in chronic infection in which culture lacks neces-
sary sensitivity [27]. However, in the recent multicent-
er comparison trial on DNA extraction methods and
PCR assays for detection of Chlamydia pneumoniae in
endarterectomy specimens the rate of detection varied
from 0 to 100% [28].

We have demonstrated the presence of Chlamydia
pneumoniae DNA in atherosclerotic plaques taken from
carotid arteries from 17 (60.7%) patients using highly
sensitive nested PCR. The nested PCR turned out to be
more sensitive than the single-step PCR for the detec-
tion of Chlamydia pneumoniae in atheromatous plaques
[10]. While increased sensitivity is an advantage of nest-
ed PCR, carryover contamination is 2 major disadvan-
tage of this method.

Low Chlamydia pneumoniae detection rates in PCR
methods in some works and the discordance in results
obtained by different authors may be due to:

— heterogeneity in the distribution of the organism

within plaque specimens [29];

— the presence of PCR inhibitors in the specimens [5];
— methodological problems (lack of standardization
of the methods used for detection of Chlamydia pneu-

moniae in vascular tissue) [10, 30];

— geographical differences in the prevalence of infec-

tion by Chlamydia pneumoniae [1];

— publication bias [1].

Studies using both direct DNA detection in athero-
sclerotic plaques and indirect serological detection have
reported poor concordance between the two methods
[5, 16, 24, 30]. There is a suggestion that PCR and se-
rum MIF should not be compared because they proba-
bly detect an infection at different stages; PCR may de-
tect cases at an acute stage whereas in chronic cases
DNA detection by PCR is probably unsuccessful [31].
According to other studies direct detection of Chlamy-
dia pneumoniae antigens and DNA in lesions seems to
be more frequent in people with low rather than with
high titres of anti-chlamydial antibodies [5]. In our study
DNA Chlamydia pneumoniae was detected in 2 patients
with serological signs of the contact with the patho-
gen in the past, in 10 — with chronic infection, and in
5 — with exacerbation of chronic infection.

Serologically diagnosed chronic Chlamydia pneumo-
niae infection occurs significantly more frequent in pa-
tients with CAD than in healthy controls. Active infec-
tion seems to be associated with symptomatic disease.
The frequent finding of the organism in atheroma and

rych z przewlektym zakazeniem 36,4% pacjentéw cha-
rakteryzowato sie wysokimi mianami swoistych IgG i IgA,
ktére moga wskazywac na reinfekcje lub zaostrzenie prze-
wlektego zakazenia. U wszystkich chorych w tej grupie
wystepowaty objawy przemijajacego niedokrwienia mo-
zgu oraz obecne byly wszystkie analizowane przez auto-
réw niniejszej pracy czynniki ryzyka miazdzycy (tab. I).

Uwaza sig, ze reinfekcja wywotana przez Chlamydia
pneumoniae, zaostrza stan zapalny w zmianach miazdzy-
cowych. Na modelach zwierzecych zakazenia Chlamydia
trachomatis wykazano, ze nawracajace zakazenia wywo-
tuja bardziej nasilone i dfugotrwate zmiany zapalne [23].

LaBiche i wsp. [24] w niedawno prowadzonych ba-
daniach nad obecnoscia Chlamydia pneumoniae w blasz-
kach miazdzycowych u chorych ze zwezeniem tetnicy
szyjnej wewnetrznej stwierdzili zwigzek wysokich mian
swoistych IgA z wystepowaniem objawoéw przejsciowe-
go niedokrwienia moézgu. Autorzy tej pracy sugeruja, ze
zakazenie Chlamydia pneumoniae moze odgrywac role
w destabilizacji blaszki miazdzycowej. Sadza rowniez,
Ze oznaczanie miana swoistych IgA moze by¢ uzytecz-
ne w identyfikowaniu chorych z wysokim ryzykiem
wystapienia udaru mézgu w przysztych badaniach pre-
wencyjnych [24].

Katsenis i wsp. [25] na podstawie badan serologicz-
nych i PCR wykazali wigksza czestos¢ wystepowania
zakazenia Chlamydia pneumoniae u chorych z zaawan-
sowanym miazdzycowym zwezeniem tetnicy szyjnej
wewnetrznej. Zespot ten sugeruje réwniez, ze aktyw-
ne zakazenie moze by¢ odpowiedzialne za niestabilnos¢
blaszki miazdzycowej, a tym samym za wystapienie ob-
jawdw przemijajacego niedokrwienia mozgu.

Johnston i wsp. [26] wykazali, ze zywe Chlamydia
pneumoniae wystepuja w znaczacej liczbie blaszek
miazdzycowych, zlokalizowanych w obrebie tetnic
szyjnych wewnetrznych oraz ze ich obecnos¢ wiaze
sie z podwyzszonym stezeniem biatka C-reaktywne-
go w surowicy chorych.

Wszystkie cytowane prace, tacznie z niniejszym ar-
tykutem, potwierdzaja teze, ze aktywne zakazenie Chla-
mydia pneumoniae moze nasila¢ stan zapalny w blaszce
miazdzycowe;.

Metode PCR uwazano poczatkowo za idealny spo-
séb wykrywania Chlamydia pneumoniae w materiale kli-
nicznym, szczegdlnie w przypadkach przewlekiych za-
kazen, w ktérych metody hodowlane nie sa wystarcza-
jaco czute [27]. Jednak w niedawno przeprowadzonych
wieloosrodkowych badaniach poréwnawczych, doty-
czacych metod izolacji DNA i procedur PCR uzywa-
nych do wykrywania Chlamydia pneumoniae w materia-
le pochodzacym z endarterektomii, odsetek detekcji
Chlamydia pneumoniae wynosit 0—100% [28].

www.angiologia.pl 167



Acta Angiol., 2003, Vol. 9, No. 4

not in normal artery tissue by several methods and many
investigators suggests that Chlamydia pneumoniae may
play a role in atherogenesis. However, an association
does not mean causality. The causal relation between
Chlamydia pneumoniae and atherosclerosis is yet to
be demonstrated. The importance of defining the role
of Chlamydia pneumoniae in atherogenesis is fundamental
because it may drastically change the paradigm of the
disease and its therapeutic approach as well.

Conclusions
I. Serological signs of chronic Chlamydia pneumoniae in-
fection occur statistically more frequent in CAD pa-
tients in comparison with healthy controls (p < 0.05).
2. Active Chlamydia pneumoniae infection is associated
with symptoms of transient ischemic attacks (TIA).
3. There is an urgent need of standardization of PCR
methods detecting DNA Chlamydia pneumoniae in
atherosclerotic plaques.
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Autorzy niniejszej pracy stwierdzili obecno$¢ DNA
Chlamydia pneumoniae w blaszkach miazdzycowych
pobranych z tetnic szyjnych wewnetrznych od 17
(60,7%) chorych, korzystajac z bardzo czutej metody
nested PCR. Technika ta okazata sie znacznie bardziej
czufa niz klasyczne, jednoetapowe PCR do wykrywania
Chlamydia pneumoniae w zmianach miazdzycowych [10].
O ile jednak wyzsza czutos¢ jest zaleta nested PCR,
mozliwo$¢ przeniesienia zanieczyszczenia materiatu do
kolejnych etapéw badania jest istotng wada tej metody.

Opisany w niektorych pracach niski wspotczynnik
detekcji Chlamydia pneumoniae metodami PCR oraz roz-
biezno$¢ wynikéw otrzymanych przez réznych autoréw
moga by¢ spowodowane:

— nieréwnomiernym rozmieszczeniem patogenu w
obrebie blaszki miazdzycowej [29];

— obecnoscia inhibitoréw PCR w materiale pobranym
do badania [5];

— roéznicami metodologicznymi (brak standaryzacji me-
tod uzywanych do wykrywania Chlamydia pneumo-
niae w tkance naczyn) [10, 30];

— zrdznicowaniem geograficznym w wystepowaniu za-
kazen Chlamydia pneumoniae [1];

— tendencyjnoscia niektorych publikacji [1].

W pracach, w ktérych stosowano zaréwno bezpo-
$rednia detekcje patogenu w blaszkach miazdzycowych
technika PCR, jak i posrednia metode mikroimmuno-
fluorescencji zaobserwowano niewielka zgodnos¢ obu
metod [5, 16, 24, 30].

Autorzy niektérych prac uwazaja, ze nie powinno sie
poréwnywaé PCR i mikroimmunofluorescencji, ponie-
waz prawdopodobnie wykrywaja one zakazenie w réz-
nych stadiach — PCR pozwala wykry¢ ostre zakazenie,
podczas gdy w przypadku przewlekiego zakazenia me-
toda ta jest nieskuteczna [31]. Natomiast autorzy innych
prac twierdza, ze antygen i DNA Chlamydia pneumoniae
w zmianach miazdzycowych czesciej wykrywa sie u oséb
z niskimi niz z wysokimi mianami swoistych przeciwciat
[5]- W badaniach przeprowadzonych przez autoréw ni-
niejszej pracy DNA Chlamydia pneumoniae wykryto u 2
chorych z serologicznymi markerami kontaktu z patoge-
nem w przeszlosci, u 10 z przewlektym zakazeniemiu 5
oso6b z zaostrzeniem przewlektego zakazenia.

Przewlekte zakazenie Chlamydia pneumoniae, stwier-
dzone na podstawie badan serologicznych, wystepuje
statystycznie czesciej u pacjentéw z miazdzycowym
zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej niz w grupie
kontrolnej. Aktywne zakazenie wiaze sie z wystepo-
waniem objawéw przemijajacego niedokrwienia moé-
zgu. W wielu badaniach wykryto Chlamydia pneumo-
niae w blaszce miazdzycowej, nie stwierdzono nato-
miast obecnosci tego drobnoustroju w otaczajacej

168 www.angiologia.pl



Chlamydia pneumoniae infection in CAD, Mazur et al.

20.

21.

22.

23.

24.

. Byrne GI (2000) Chlamydia pneumoniae and atherosclero-

sis: pathogenic mechanisms. In: Saikku P. ed. Proceedings
Fourth Meeting of the European Society for Chlamydia
Research, August 20-23, Helsinki, Finland, 376-379.

. Hahn DL, Bukstein D, Luskin A et al. (1998) Evidence for

Chlamydia pneumoniae infection in steroid-dependent
asthma. Ann Allergy Asthma Immunol, 80: 45—49.

. Hertzen von L, Kaprio J, Koskanvuo M et al. (1998) Hu-

moral immune response to Chlamydia pneumoniae in twins
discordant for smoking. ] Intern Med, 244: 227-234.

. Mahony B, Chong S, Coombes BK et al. (2000) Analytical

sensitivity, reproducibility of results, and clinical perfor-
mance of five PCR assays for detecting Chlamydia pneu-
moniae DNA in peripheral blood mononuclear cells. ] Clin
Microbiol, 38: 2622-2627.

. Song YG, Kwon HM, Kim JM et al. (2000) Serologic and

histopathologic study of Chlamydia pneumoniae infection
in atherosclerosis: a possible pathogenic mechanism
of atherosclerosis induced by Chlamydia pneumoniae. Yon-
sei Med J, 41 (3): 319-327.

. Ong GM, Coyle PV, Barros D’Sa AA et al. (2001) Non-

-detection of Chlamydia species in carotid atheroma us-
ing generic primers by nested PCR in a population with a
high prevalence of Chlamydia pneumoniae antibody. BMC
Infect Dis, | (1): 12.

. Coles KA, Plant A}, Riley TV et al. (1999) Lack of associa-

tion between seropositivity to Chlamydia pneumoniae and
carotid atherosclerosis. Am | Cardiol, 84 (7): 825-828.

. Medrano V, Castano MD, Andreu M et al. (2000) The

relation between carotid ultrasound changes and sero-
positivity to Chlamydia pneumoniae in patients with acute
stroke. Rev Neurol, 31 (10): 932-936.

. Valassina M, Migliorini L, Sansoni A et al. (2001) Search

for Chlamydia pneumoniae genes and their expression in
atherosclerotic plaques of carotid arteries. | Med Micro-
biol, 50 (3): 228-232.

Meijer A, Roholl PJ, Gielis-Proper SK et al. (2000)
Chlamydia pneumoniae antigens, rather than viable bac-
teria, persist in atherosclerotic lesions. | Clin Pathol, 53
(12): 911-916.

Surcel HM, Syrjala H, Leinonen M et al. (1993) Cell-mediated
immunity to Chlamydia pneumoniae measured as lymphocyte
blast transformation in vitro. Infect Immun, 61 (5): 2196-2199.
Orfila JJ, (1998) Seroepidemiological evidence for an as-
sociation between Chlamydia pneumoniae and atheroscle-
rosis. Atherosclerosis, 140, Suppl. 1: SI1-S15.

Penttild JM, Anttila M, Puolakkainen M et al. (1998) Local
immune responses to Chlamydia pneumoniae in the lungs
of BALB/c mice during primary infection and reinfection.
Infect Immun, 66 (11): 5113-5118.

LaBiche R, Koziol D, Quinn TC et al. (2001) Presence of
Chlamydia pneumoniae in human symptomatic and asymp-
tomatic carotid atherosclerotic plaque. Stroke, 32 (4): 855-860.

www.angiologia.pl

zmiane miazdzycowa zdrowej tkance, co sugeruje, ze
Chlamydia pneumoniae moze uczestniczy¢é w ateroge-
nezie. Jednak sama obecnos¢ drobnoustroju w zmie-
nionej tkance nie oznacza jego roli przyczynowej. Jak
dotad nie dowiedziono przyczynowo-skutkowego
zwiazku miedzy Chlamydia pneumoniae a miazdzyca.
Zdefiniowanie roli Chlamydia pneumoniae w aterogene-
Zie ma ogromne znaczenie, poniewaz moze zasadniczo
zmieni¢ rozumienie miazdzycy oraz jej leczenie.

Whioski

. Serologiczne wskazniki przewlekfego zakazenia Chla-

mydia pneumoniae wystepuja statystycznie czesciej
u chorych z miazdzycowym zwezeniem tetnicy szyj-
nej wewnetrznej niz u oséb z grupy kontrolne;j.
Aktywne zakazenie Chlamydia pneumoniae wiaze sie
Z wystepowaniem objawéw przemijajacego niedo-
krwienia mézgu.

Konieczna jest standaryzacja metod PCR stuzacych
do wykrywania DNA Chlamydia pneumoniae w blasz-
kach miazdzycowych.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

Katsenis C, Kouskouni E, Kolokotronis L etal. (2001) The
significance of Chlamydia pneumoniae in symptomatic ca-
rotid stenosis. Angiology, 52 (9): 615-619.

Johnston SC, Messina LM, Browner WS et al. (2001)
C-reactive protein levels and viable Chlamydia pneumo-
niae in carotid artery atherosclerosis. Stroke, 32 (12):
2748-2752.

Blasi F, Denti F, Erba M et al. (1996) Detection of Chlamy-
dia pneumoniae but not Helicobacter pylori in atheroscle-
rotic plaques of aortic aneurysms. ] Clin Microbiol, 34 (1 1):
2766-2769.

Apfalter P, Blasi F, Boman ] et al. (2001) Multicenter com-
parison trial of DNA extraction methods and PCR assays
for detection of Chlamydia pneumoniae in endarterecto-
my specimens. | Clin Microbiol, 39 (2): 519-524.
Jackson LA, Campbell LA, Kuo CC et al. (1997) Isolation
of Chlamydia pneumoniae from a carotid endarterectomy
specimen. JID, 176: 292-295.

Maass M, Jahn J, Gieffers | et al. (2000) Detection of Chlamy-
dia pneumoniae within peripheral blood monocytes of pa-
tients with unstable angina or myocardial infarction. JID,
181, Suppl. 3: S449-5451.

Hertzen von L, Alakarppa H, Koskinen Retal. (1997) Chlamy-
dia pneumoniae infection in patients with chronic obstructive
pulmonary disease. Epidemiol Infect, 118: 155—164.

169



