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RESUMEN: Fundamentos y objetivos: Existe un nuimero creciente de publicaciones que relacionan a dos agentes
infecciosos, virus del herpes humano tipo 6 (VHH6) y Chlamydophila pneumoniae (Cp), con la esclerosis multiple (EM), sin
embargo los resultados son controvertidos. En este estudio se realiza un meta-andlisis de las publicaciones realizadas
hasta la fecha. Material y Métodos: Busqueda en bases de datos electronicas mediante palabras clave relacionando EM
en fase remitente recurrente y los agentes infecciosos supuestamente implicados. Se aplicaron unos criterios de seleccion
estrictos. Se seleccionaron 16 articulos que cumplian los criterios metodolégicos requeridos. Resultados: Tras el analisis
estadistico se encontré que el VHH6 se relaciona con la EM mediante deteccion de ADN en plasma y anticuerpos en suero
y liquido cefalorraquideo, pero no con el ADN en este o en células blancas de sangre periférica; Cp se relaciona con la EM
mediante deteccién de ADN, anticuerpos y recuperacion de la bacteria en liquido cefalorraquideo, pero no con los
anticuerpos en suero. Conclusion: Para obtener una conclusion definitiva falta en la literatura analizada un estudio con
suficiente numero de pacientes y muestras, prospectivo, comparativo frente a controles sanos y otras enfermedades
neurolégicas, que utilice la combinacién de varias técnicas microbidlogicas en un mismo sujeto y muestra, correlacionando

los resultados con la actividad de la enfermedad.

ABSTRACT: Background and objectives: An increasing number of papers are showing a relationship between two
infectious agents, human herpes virus 6 (HHV6) and Chlamydophila pneumoniae (Cp), and multiple sclerosis (MS), although
these results remain controversial. The objectives was a meta-analysis of clinical series published in literature until now.
Material and Methods: An electronic database search (Medline, Excerpta Medica and IME) was performed with MS
relapsing remitting and the infectious agents as keywords. A strict selection criteria was applied. 16 studies were selected
who complained with the methodological criteria. Results: After statistical analysis, we found that HHV6 was related with MS
by detection of DNA in plasma and antibodies in serum and cerebrospinal fluid, but not with DNA in cerebrospinal fluid or
peripheral blood white cells. Cp was related with MS by detection of DNA in cerebrospinal fluid, antibodies and the isolation
of bacteria of cerebrospinal fluid, but not with serum antibodies. Conclusions: A study with enough number of patients and
samples, prospective, controlled with healthy subjects and other neurological diseases, with multiple microbiological

techniques in the same sample and patient, and correlated with clinical and paraclinical activity parameters, are needed.

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad grave del sistema nervioso central que afecta preferentemente a adultos
jovenes. La teoria mas aceptada sobre su patogénesis es que se debe a una reaccién autoinmune que provoca la
destruccién de la mielina. Se desconoce el origen exacto de esta respuesta inmunolégica anémala; sin embargo, desde el

1

siglo XIX se propone una posible causa infecciosa, junto a una predisposicién genética’. Los agentes que se han
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relacionado han sido virus y bacteriasz, estando entre los mas recientes el virus del herpes humano tipo 6 (VHH6) y
Chlamydophila pneumoniae (Cp). A pesar de que se han realizado gran nimero de investigaciones referidas a estos
ultimos, no se ha llegado hasta la fecha a una conclusion definitiva. Esto se debe, entre otros motivos, a problemas en el
material y métodos empleados que impiden la obtencion de la misma. Con este fin se realiza un meta-analisis de los
trabajos publicados entre los afios 1965 y 2002 en sujetos con EM en su variante recurrente-recidivante (RR) en los que se
estudia la participacion de estos dos agentes mediante técnicas de deteccidon de laboratorio. El meta-analisis de los datos
presentes en las publicaciones pudiera ser que aporte nueva informacién o ponga de manifiesto alguna otra que estuviera
presente pero no fuera considerada hasta la fecha. Nos hemos centrado en los enfermos con la forma clinica RR debido a
que constituyen el porcentaje mas alto entre los enfermos con EM que acuden a los servicios de neurologia y, ademas,
constituyen los estadios iniciales de la enfermedad, donde probablemente seria mas facil poner de manifiesto una supuesta

relacion etiopatogénica.

MATERIAL Y METODOS

Para la localizacién de los articulos se utilizaron las bases de datos MEDLINE, EXCERPTA MEDICA e INDICE MEDICO
ESPANOL, y las palabras clave "multiple sclerosis”, para reducir los posibles errores asociados al primer cribado. Se
obtuvieron asi 24.462 publicaciones, de los que decidimos desechar los que carecieran de “abstract” y estuvieran
publicados en idiomas de dificil traduccion al castellano (chino, japonés y turco) y seleccionar aquellos realativos a VHH6 o

Cp. Posteriormente se aplicaron criterios de exclusiéon de los articulos basados en las guias para los estudios

epidemioldgicos sobre EM? de tal forma que solo se utilizaron aquellos en los que se describe la utilizacién de sujetos con

EMRR segun los criterios de Poser y el empleo de grupo control definido. Finalmente, se seleccionaron 16 estudios* 19

que
relacionaban el VHH6 o Cp con la EMRR (estos se reflejan a lo largo de las tablas 1 a 6) que cumplian todos los requisitos
anteriores. Se utilizé un sistema de calidad interno, que verificara la fiabilidad del método anterior elegido, basado en la

revision detenida de cada publicacion con rastreo de la bibliografia de las publicaciones para evitar las pérdidas.

El meta-analisis contd de un componente cualitativo con descripcion epidemiolégica de los articulos, actuando los estudios
individuales como los sujetos de la investigacion; y otro cuantitativo que se refirio a la agrupacién estadistica de los
resultados obteniéndose para cada prueba de laboratorio, en cada publicacion y en conjunto con las demas, la significaciéon

estadistica del andlisis, el intervalo de confianza al 95%, la odds ratio y el peso de la publicacion. El método empleado para
obtener los valores conjuntos es el de Dersimonian y Laird20. No existio relacién entre la EMRR y el agente infeccioso

cuando el intervalo de confianza obtenido contenia la unidad?".

RESULTADOS

En la tabla 1 se reflejan las publicaciones sobre la presencia de los anticuerpos en suero y LCR. Destaca que en el estudio

|13 |18

de Soldan et al'® no se reflejan resultados numéricos de IgG, por lo que no se ha considerado este dato; y que Taus et a

emplearon un escaso numero de controles. El nimero de enfermos con EMRR en ambos estudios fue muy similar. Sélo se

analiza los resultados del estudio de Ongradi et al' en LCR debido a que en suero no aporta los datos numeéricos.

ADN del VHH6 en suero, LCR y células blancas de sangre

En la tabla 2 se reflejan los estudios sobre la presencia de ADN en suero, LCR y células blancas. En los trabajos de

Alvarez-Lafuente et al* y de Berti et al® se emplean un nimero casos superior al de Goldberg et al’, aunque en éste es
mayor la proporcion de controles. En ninguno de estos estudios se detect6 ADN en suero de los controles, pero si en dos
trabajos de enfermos con EMRR. En LCR no se obtuvo ningun resultado positivo en los casos y controles. En células
L]

blancas destaca el estudio de Tomsone et al'” por el elevado nimero de controles.
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Relacion entre las pruebas de laboratorio que detectan la infeccién por el VHH6 y los sujetos con EMRR

En las tablas 3 y 4 se reflejan las relaciones estadisticas entre la presencia de anticuerpos y ADN del virus y la EMRR. La
presencia de anticuerpos en suero tiene moderada relacion con el padecimiento de EMRR, ya que los trabajos de Soldan et
al'3 y Taus et al'® se ajustan al criterio. En LCR los anticuerpos indican una fuerte relacion con el padecimiento de EMRR
ya que, si bien la determinacién de IgM en el trabajo de Ongradi et al’ no se ajusta al criterio, la de IgG si lo hace, con una
odds ratio mayor que eleva el total. La presencia de ADN en suero indica fuerte relacién. Los estudios de Goldberg et al” y
Alvarez-Lafuente et al* no cumplen el requisito para el intervalo de confianza; sin embargo, el de Berti et al® si lo hace, con

un odds ratio que eleva el total por encima de la unidad. La deteccion de ADN en LCR no se relaciona con la EMRR, ya que

ninguno de los tres estudios cumplen los requisitos para el intervalo de confianza. En células blancas, la presencia de ADN

tampoco se relaciona, ya que sélo en dos de seis estudios (Tomsone et al'®, Alvarez-Lafuente et al4) el intervalo de
confianza no incluye a la unidad y, a pesar de tener los mayores odds ratio y pesos, no consiguen que el total se ajuste al

criterio establecido.

Anticuerpos anti-C. pneumoniae en suero y LCR

En la tabla 5 se reflejan los estudios sobre la presencia de anticuerpos en suero y LCR. En el articulo de Yao et al'’ se
analizan los resultados obtenidos mediante dos pruebas de laboratorio diferentes, y de esta forma seran analizados con
posterioridad.

Cultivo y deteccién de ADN en LCR de C. pneumoniae (tabla 6)

Hay un solo estudio sobre recuperacion de Cp que se refiere expresamente a enfermos con EMRR. Debido a que Sriram et
al16 emplean tres cebadores distintos para la deteccion de ADN los resultados obtenidos se han considerado por cada uno

de ellos. Destaca el estudio de Layh-Schmitt et al® porque incluye gran ndmero de controles._

Relacidn entre las pruebas de laboratorio que detectan la infeccién por C. pneumoniae y los sujetos con EMRR

En las tablas 7 y 8 se reflejan las relaciones estadisticas que se pueden establecer con la presencia de EMRR. Los
anticuerpos anti-Cp en suero no tuvieron una fuerte relacién con la EMRR ya que en el Unico estudio disponible éste no
supero el criterio para el intervalo de confianza. Los anticuerpos en LCR tuvieron mucha relacién con el padecimiento de
EMRR ya que los tres estudios analizados presentan un intervalo de confianza por encima de la unidad. La recuperacion de

Cp en LCR se relaciona con el padecimiento de EMRR ya que mediante el estudio disponible éste supera el criterio para el

intervalo de confianza. EI ADN en LCR tiene una fuerte relacién con el padecimiento de EMRR, aunque un solo estudio® no

se ajusta al criterio para el intervalo de confianza.

DISCUSION

En base a todas las investigaciones realizadas hasta la fecha no se puede descartar que pueda haber un agente infeccioso
que desencadene la EMRR, en un sustrato inmunogenético de predisposicion determinado, y que posteriormente el mismo
u otros agentes distintos sean los responsables de la evolucién de la afeccién. Por eso, para determinar si un agente

concreto, como el VHH6 o Cp, es el verdadero responsable de la EM habria que tener en cuenta los siguientes criterios,

que establecen una relacion de asociacion entre causa y efecto??: 1) la causa siempre precede al efecto; 2) esta asociacion
causal aparece en los enfermos y no en los controles; 3) cuando existe alta exposicion al agente hay riesgo elevado de
enfermedad; 4) los estudios repetidos por diversos grupos de investigacion en diferentes lugares obtienen los mismos
resultados; 5) existe una explicacién patogénica plausible y demostrable segun el estado actual del conocimiento cientifico;
6) existe una sola enfermedad para una sola causa; 7) tiene que haber evidencia experimental, con un modelo animal que

pueda servir de referencia, y 8) existe una relacién causa-efecto ya establecida para una exposicién similar.
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Las infecciones por el VHH-6 y Cp son altamente prevalentes en el hombre?3. Penetran a través de las mucosas de las vias
respiratorias altas y desde alli se pueden diseminar por el resto del organismo. La patogenia de la infeccién por el primero
de ellos es mejor conocida que la del segundo. Tras la infeccidon primaria por VHH-6 este se acantona en las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) y los macréfagos, y desde aqui puede tener reactivaciones bioldgicas, mas o
menos importantes. Estas se pueden acompanar de la presencia de virus extracelular y/o sintomas clinicos. En nuestro
estudio la deteccién de ADN en LCR y en células blancas no se ha relacionado con la presencia de la EMRR. Esto se
podria deber a una falta de sensibilidad de las pruebas aplicadas en LCR asi como al caracter cualitativo de los ensayos (ya
que los autores no refieren el limite de sensibilidad de los mismos) o no relacionan los resultados cuantitativos con la

situacién clinica. Por lo tanto, se requeriran nuevos estudios en los que estos problemas metodoldgicos estén resueltos.

4

En el caso de la infecciéon por Cp se suponen unos fenémenos bioI(’)gicos2 » similares a los descritos anteriormente para el

VHHG6. En nuestro meta-analisis de los dos estudios relativos a la presencia de anticuerpos en la EMRR en uno de ellos

(Derfuss et aI6) no se relacioné con la presencia de los mismos. Pensamos que se debié a que no se cuantificd el

resultados positivo y a la utilizacion de antigenos no bien caracterizados.

En base a los resultados obtenidos encontramos que la infeccion por VHHG se relaciona con los sujetos con EMRR a través
de la presencia de ADN en suero y anticuerpos en este y LCR; pero no a través de la deteccién de ADN en LCR y células
blancas de sangre. En el caso de la infeccion por Cp, esta se relaciona con los sujetos con EMRR a través de la presencia
de ADN, anticuerpos y la recuperacion de la bacteria en LCR; pero no a través de la deteccion de anticuerpos en suero. No
obstante pensamos que, para obtener una conclusion definitiva, falta en la bibliografia revisada un estudio con un nimero
suficiente de pacientes y muestras, prospectivo, comparativo, que utilice la combinacion de multiples técnicas
microbiolégicas en un mismo caso, valore si el paciente con EMRR estd en fase activa o inactiva de la enfermedad, y

analice simultdneamente sangre y LCR, con técnicas estandarizadas.
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Tabla 1. Anticuerpos anti-VHH6 en suero y LCR.

ESTUDIOS EN SUERO EMRR n® | CONTROLES n° Eggﬂ'l'\%g?; )
IgM:
OEN: 31 EMRR:11/22 (50)
Soldan et al'3 22 EA: 21 OEN:6/31 (19)
DS: 14 EA:3/21 (14)
DS:0/14 (0)
IgG:
Taus et al'8 23 OEN: 8 EMRR:16/23 (69)
OEN: 2/8 (25)
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RESULTADOS
ESTUDIOS EN LCR EMRR n® |CONTROLES n°
POSITIVOS (%)
IgG :
EMRR:5/6 (83)
OEN:1/6 (17)
Ongradi et al'! 6 OEN: 6

IgM:
EMRR:3/6 (50)

OEN:0/6 (0)

LCR: liquido cafalorraquide. EMRR: esclerosis muiiltiple recurrente-recidivante OEN: otras enfermedades
neuroloégicas. EA: enfermedades autoinmunes

Tabla 2.-Deteccion de ADN del VHH6 suero, liquido cefalorraquideo y células blancas de sangre.

ESTUDIOS EN RESULTADOS
EMRR n° CONTROLES n°
SUERO POSITIVOS (%)
OEN: 19 EMRR:36/149 (24)
149
Berti et al® OEIl:15 Controles:0/70 (0)
DS:36
OEN: 16 EMRR: 0/13 (0)
Goldberg et al’ 13
DS: 14 Controles: 0/30 (0)
103 EMRR:15/103 (15)
Alvarez-Lafuente et al* DS: 46
DS: 0/46 (0)
RESULTADOS
ESTUDIOS EN LCR EMRR n° CONTROLES
POSITIVOS (%)
26 EMRR: 0/26 (0)
Martin et al® OEN :39
OEN: 0/39 (0)
5 EMRR: 0/5 (0)
Goldberg et al” OEN: 14
OEN : 0/14 (0)
25 EMRR : 0/25 (0)
Taus et al'8 OEN:9
OEN : 0/9 (0)
ESTUDIOS EN RESULTADOS
CELULAS EMRR n° CONTROLES n°
BLANCAS POSITIVOS (%)
14 EMRR : 2/14 (14)
Taus etal'® OEN:9
OEN:0/9 (0)
Prueba 1:

EMRR : 1/32 (3)
DS: 2117 (12)

32 OEN:7 OEN: 1/7 (14)
Mayne et al10
DS: 17 Prueba 2:
EMRR: 6/26 (23)
DS: 4/17 (23)
OEN: 1/7 (14)
20 DS: 30 EMRR: 8/20 (40)
Rotola et al'2
DS: 11/30 (36)
EMRR: 26/35 (74)
35 OEN: 21
Tomsone et al'? OEN: 6/21 (28)
DS: 150

DS: 43/150 (28)
EMRR : 55/103 (53)
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Alvarez-Lafuente et al*

103 ‘ DS: 46 DS :14/46 (30)

LCR: liquido cafalorraquideo. EMRR: esclerosis multiple recurrente-recidivante OEN: otras enfermedades neuroldgicas. EA:
enfermedades autoinmunes. DS: donantes sanos. OEl: otras enfermedades inflamatorias.

Tabla 3.- Analisis de la relacién entre los anticuerpos anti-VHH6 en suero y liquido cefalorraquideo y los enfermos con
esclerosis multiple.

Soina’> EVior 1.C. 95% PESO(%)
Soldan etal’® |6.33 2.12-18.88 73.7
Tausetal’®  |6.86 1.10-42.76 26.3
TOTAL 6.47 2.53-16.52
ESTUDIOS EN| o) 1.C. 95% PESO (%)
FORT] 11
Ongradi et al™"| 55 o 1.20-520.76 54.1
(19G)
PO 11
Ongradi et al™’| 45 59 0.44-325.08  |45.9
(lgM)
TOTAL 17.85 1.91-166.75

OR: odds ratio 1.C:: intervalo de confianza.

Tabla 4.- Analisis de la relacion entre el ADN del VHH6 en suero, liquido cefalorraquideo y células blancas de
sangre y los enfermos con esclerosis multiple.

ESTUDIOS EN o o
SUERO OR 1.C. 95% PESO (%)
Goldberg et al” [2.17 0.04-114.99 20.2
Alvarez-

Lafuente et al® 15.85 0.93-271.32 394
Berti et al® 44.60 2.69-738.55 40.4
TOTAL 16.11 2.71-95.88

ESTUDIOS EN o o
ToR OR 1.C. 95% PESO(%)
Martin et al® 1.93 0.04-100.69 34.0
Goldberg et al” | 2.64 0.05-149.97 32.6
Taus et al'® 0.36 0.01-19.53 334
TOTAL 1.22 0.12-12.25

ES'TUDIOS EN

CELULAS OR 1.C.95% PESO(%)
BLANCAS

Taus et al18 3.00 0.12-74.88 57
Mayne et all® i

(Prueba 1) 0.23 0.02-2.32 9.2
Rotola et al12 1.15 0.36-3.68 194
Mayne et al0 :

(Prueba 2) 1.14 0.30-4.37 17.3
Tomsone  et|; 19 3.14-16.45 236

al

Alvarez-

Lafuente et al® 2.62 1.25-5.48 24.8
TOTAL 1.97 0.85-4.61
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OR: odds ratio I.C:: intervalo de confianza._

Tabla 5.-Anticuerpos anti-C. pneumoniae en suero y liquido cefalorraquideo.

RESULTADOS
ESTUDIO EN SUERO |EMRR n° CONTROLES n° POSITIVOS (%)
IgG:
35 OEN: 25 EMRR :16/35 (46)
Derfuss et al®
OEl: 35 OEl: 16/35 (46)

OEN: 16/25 (64)

RESULTADOS

ESTUDIO EN LCR EMRR n° CONTROLES n° POSITIVOS (%)

IgG:
Derfuss et al® 35 OEN: 26 EMRR: 9/35 (26)
OEl: 35 OEI: 2/35 (8)

OEN: 1/26 (4)
EMRR:

1.- Prueba 1: 5/5 (100)
17 6 2.- Prueba 2: 5/6 (83)

Yao SY et al OEN: 14
OEN:

1.- Prueba 1: 2/14 (14)

2.- Prueba 2: 0/9 (0)

LCR: liquido cafalorraquideo. EMRR: esclerosis multiple recurrente-recidivante OEN: otras enfermedades neuroldgicas.
OEI: otras enfermedades inflamatorias.

Tabla 6.- Cultivo y deteccion de ADN en liquido cefalorraquideo de C. pneumoniae

. s |RESULTADOS
ESTUDIO DE CULTIVO |EMRR n CONTROLES n POSITIVOS (%)

17 EMRR: 17/17 (100)
Sriram et al'® OEN: 13

OEN: 2/13 (15)
RESULTADOS
POSITIVOS (%)
12 serie

ESTUDIOS DE ADN EMRR n° CONTROLES n°

2 series : EMRR: 4/8 (50)
Layh-Schmitt et al® 12.-8 OEN: 56 2% serie
22.-14 EMRR: 1/14 (7)

OEN: 0/56 (0)
EMRR : 0/10 (0)

Derfuss et al® 10 OEl:5
OEI: 0/5 (0)
OEN:5
OEN : 0/5 (0)
EMRR

Prueba 1: 6/10 (60)
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Prueba 2 : 5/10 (50)
10 OEN : 14 Prueba 3 : 7/10 (70)
Sriram et al'® oen

Prueba 1: 1/14 (7)
Prueba 2 : 0/14 (0)

Prueba 3 : 2/12 (16)

Sriram et al'4 17 EMRR: 17/17 (100)
OEN : 27

OEN: 5/27 (18)

17 EMRR : 8/17 (47)
Sriram et al13 OEN : 27

OEN : 3/27 (11)

EMRR: esclerosis mlltiple recurrente-recidivante OEN: otras enfermedades neurolégicas. OEIl: otras enfermedades
inflamatorias.

Tabla 7.- Andlisis de la relacion entre anticuerpos anti-C. pneumoniae en suero y liquido cefalorraquideo en
enfermos con EMRR.

ESTUDIO EN .
SUERO OR I1.C. 95%

Derfuss etal® |[0.74 0.32-1.70

ESTUDIOS EN o o
LCR OR I1.C. 95% PESO(%)
Derfuss et al® 6.69 1.67-26.76 59.7

Yao SY et all? i

(Prueba 1) 60.00 2.28-1578.57 21.5

Yao SY et al'? i

(Prueba 2) 180.00 3.08-10535.93 18.4
TOTAL 21.37 2.88-158.61

OR: odds ratio. |.C.: intervalo de confianza.

Tabla 8.- Cultivo y deteccion de ADN en liquido cefalorraquideo de C. pneumoniae.

ESTUDI0 DEioR 1.C. 95%

Srirametal’s | 7.11 1.54-32.91

ESTUDIO - DE|oR 1.C. 95% PESO (%)
Srirametal's | 192.50 7.93-4673.07  |10.9
'a'l?'h'schm"t et 3324 173-639.63 | 12.6
Derfuss etal® | 1.00 0.02-55.27 6.9
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?;:Lae"l;a f)t al'®| 1950 178-213.96 [ 19.1
(S;ir:‘ae";a ;)t al"® 56 00 1.29-610.01 1.7
(S;:Lae'za g)t al'®| 4y 67 1.53-89.12 26.3
Sriram etal® | 149.60 7.63-2931.34 | 125
TOTAL 25.61 8.89-73.84

OR: odds ratio. |.C.: intervalo de confianza.
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