
INTRODUZIONE
Numerosi studi condotti sulla etiopatogenesi del-
l’aterosclerosi hanno dimostrato che l’infiamma-
zione della parete dei vasi arteriosi gioca un ruolo
essenziale sia nell’innescare il danno, sia nella
progressione di esso determinando una erosione,
fissurazione e successiva progressione della plac-
ca (2). Sebbene l’infiammazione sia presente e
dimostrata dall’evidenza di numerosi marcatori
(proteina C reattiva, fibrinogeno plasmatico), non
sono stati ancora definiti i potenziali fattori che la
determinino o che la possano innescare (9). Un
possibile ruolo etiopatogenetico potrebbe essere
svolto anche da alcuni microrganismi a localizza-
zione intracellulare quali virus (Cytomegalovirus,
Herpes virus, enterovirus) e schizomiceti
(Helicobacter pylori, Chlamydophila pneumo-
niae, Mycoplasma pneumoniae) benché i risultati

di queste ricerche sono ancora controversi ed
attendono ulteriori conferme (7, 10, 14, 17-18,
21-22). Altri studi recenti hanno messo in eviden-
za una differente evoluzione della lesione atero-
sclerotica correlata al flusso emodinamico altera-
to che si viene a creare nell’arteria colpita (6, 12).
Particolare interesse è stato rivolto alla ricerca di
C. pneumoniae nelle arterie ateromasiche e allo
studio del suo possibile ruolo nella etiopatogene-
si del danno aterosclerotico (2, 16). Le difficoltà
di identificazione del patogeno con tecniche diret-
te al suo isolamento, hanno inizialmente limitato
gli studi all’impiego di metodiche sierologiche
volte ad evidenziare un titolo anticorpale signifi-
cativo e, soprattutto, una sieroconversione in un
periodo di circa 3-4 settimane (2, 7, 16-18). Agli
studi sieroepidemiologici hanno fatto seguito
altre ricerche basate sull’impiego di tecniche di
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High espression of hsp-60 gene of Chlamydophila pneumoniae in atheromatous carotid lesions
taken from patients with severe disease.

SUMMARY
Some difficult microorganisms, including Chlamydophila pneumoniae, are associated with the atherosclerotic tis-
sue damage.The aim of this study was to evaluate the employment of culture together molecular techniques in
order to define the possible role of C. pneumoniae in the atherosclerotic tissue damage.Atheromatous carotid
plaques (ACP) were obtained by endoarterectomies from 10 patients with severe stenosis of the internal carotid
artery. Each specimen was divided in three parts: a proximal tract to heart, without stenosis, a medial tract, cor-
responding to the atheromatous plaque, and a distal tract, above the plaque.Aliquots were employed to perform
cultures for C. pneumoniae on Hep - 2 cell line in DMEM. DNA and total RNA were extracted from 50-70 mg.
of tissue sample and from Hep - 2 106 cultures to investigate 16S rRNA, momp and hsp60 genes.The PCR and
RT-PCR resulted negative for momp gene of C. pneumoniae in all samples. PCR and RT-PCR resulted positive for
16S rRNA or hsp60 genes of C. pneumoniae in the proximal portion of two ACPs with hemorrhagic evolution in
two patients, one of which complicated with a retinal tromboembolic outcome. Molecular analyses on C. pneu-
moniae growing from the cultures are in progress.The DNA and RNA amplification of different portions from
ACP seems to be useful to evidence the effective localization of C. pneumoniae in the atheromatous arterial tis-
sue. The highly gene expression of C. pneumoniae hsp60 in a patient with acute hemorrhagic evolution of the
carotid plaque may suggest that C. pneumoniae might partecipate in the atherogenesis and induce atherosclero-
sis complications by inflammatory pathways (activation of cytokines, endothelial factors and matrix-degrading
metalloproteinases).
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colorazione immunoistochimica, di microscopia
elettronica, colturali e biomolecolari quali la
polymerase chain reaction (PCR) e la tecnologia
dei micro-array su porzioni di tessuto vascolare
(1-3, 8, 19). Nonostante ciò, resta tuttora contro-
verso il ruolo di C. pneumoniae nel determinismo
della lesione ateromasica e nell’evoluzione della
placca ateromasica. A tale incertezza ha contri-
buito in modo particolare la non disponibilità di
tecniche standardizzate responsabile della varia-
bilità dei risultati finora ottenuti tra i laboratori.
Più recentemente, alcune osservazioni hanno por-
tato all’evidenza che una lesione aterosclerotica
può evolvere in alcuni casi in modo rapidamente
ingravescente con colliquazione endoteliale e
stravaso emorragico anche su placche apparente-
mente stabilizzate dal punto di vista istopatologi-
co con calcificazione tissutale (13, 20).
Scopo della ricerca è stato:
a) valutare alcune metodiche colturali e moleco-

lari al fine di evidenziare la presenza di C.
pneumoniae su campioni tissutali carotidei con
evoluzione ed aspetti istopatologici differenti;

b) effettuare mediante reverse-transcriptase (RT)-
PCR un’analisi dell’espressione di geni speci-
fici di C. pneumoniae che codificano per pro-
teine coinvolte nei processi infiammatori al
fine di definire il potenziale ruolo etiopatoge-
netico di questo microrganismo intracellulare.

MATERIALI E METODI
Abbiamo studiato un gruppo di 10 pazienti affetti
da stenosi carotidea e sottoposti a resezione
endoarteriosa dell’endotelio e della media della
placca aterosclerotica. Ogni campione tissutale è
stato suddiviso in tre porzioni: prossimale al
cuore, corrispondente all’area tissutale apparente-
mente indenne a valle della placca; mediale, cor-
rispondente alla placca, e distale, a monte della
placca per un tratto di circa 5-15 mm. 
Ogni porzione prelevata in condizioni asettiche è
stata immediatamente congelata a –80°C, quindi
omogeneizzata e risospesa in PBS sterile.
Aliquote di omogenato sono state impiegate per
allestire colture per C. pneumoniae su linea cellu-
lare Hep-2 in DMEM e siero fetale bovino 10% e
da noi saggiate in altre esperienze (5). Aliquote di
ciascun campione omogenato sono state inoltre
sottoposte a lisi enzimatica per l’estrazione di
DNA e RNA totale e quindi analizzate mediante
PCR ed RT-PCR. Tali metodiche sono state anche
impiegate su linee cellulari Hep-2 seminate con
aliquote di tessuto arterioso omogenato. Sono
stati studiati i geni 16S rRNA, momp e hsp60
impiegando coppie di primers specie-specifici per
C. pneumoniae. Per aumentare la specificità del
metodo è stata applicata una nested PCR con tec-

nica touchdown in uno o in entrambi cicli di
amplificazione (4). Parallelamente, è stata esegui-
ta negli stessi pazienti, la ricerca sierica di anti-
corpi IgG, IgM e IgA anti-C. pneumoniae (CP-
Quant, Eurospital, Trieste, Italy). Sono stati con-
siderati positivi i sieri che mostravano valori BU
(Binding Units) >10.
Cinque campioni di arteria carotide esenti da
lesioni ateromatose ottenuti da esami autoptici
sono stati usati come controllo. 

RISULTATI
I risultati preliminari hanno messo in evidenza
una positività per C. pneumoniae in 3/10 delle
colture relative alle porzioni prossimali delle
placche ed una concomitante negatività delle por-
zioni mediale e distale delle stesse. In un caso
(S.E.) l’analisi mediante RT-PCR ha evidenziato
una positività per il gene 16S di C. pneumoniae
relativo alla porzione prossimale di arteria caroti-
de interna con ulcera dell’intima; in un’altra
paziente (F.I.) è stato risultato un segnale di
amplificazione assai intenso per il gene hsp60 di
C. pneumoniae relativo al campione ottenuto
dalla porzione prossimale di una placca carotidea
ad evoluzione emorragica (Tabella 1; Figura I). 
In entrambi i casi sono state descritte complican-
ze (deficit scenico nel primo caso, tromboembolia
retinica nel secondo caso) che hanno preceduto di
2-4 settimane l’intervento di endoarteriectomia
resosi necessario per l’evidente evoluzione della
placca ateromasica in senso ulcerativo o emorra-
gico. 
Le analisi mediante PCR e RT-PCR sulle colture
cellulari hanno confermato i risultati ottenuti
direttamente sui tessuti. 
Il follow-up della paziente (F.I.) mediante eco-
color doppler dell’arteria carotide, a un mese dal-
l’intervento di endoarteriectomia, ha evidenziato
una neoformazione fibrosa intimale in sede pros-
simale, confermata invariata dopo due mesi dal
termine di un trattamento con tetracicline. 
Le analisi sierologiche effettuate hanno messo in
evidenza titoli non elevati (BU >20)di IgG anti-C.
pneumonaie e assenza di IgM nei due pazienti
risultati PCR-positivi e in tre pazienti PCR-nega-
tivi. Il dosaggio delle IgA specifiche anti-C. pneu-
moniae è tuttora in corso.

DISCUSSIONE
L’applicazione combinata delle indagini colturali
e biomolecolari ha consentito un valido approccio
per lo studio del ruolo di C. pneumoniae nell’e-
tiopatogenesi delle lesioni tissutali ateroscleroti-
che. 
Le metodologie da noi elaborate ed applicate su
distinte porzioni delle lesioni tissutali da atero-
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sclerosi (zone indenni, fibrotiche, calcifiche, ulce-
rative o emorragiche), hanno fornito un ulteriore
contributo al chiarimento di una possibile asso-
ciazione tra C. pneumoniae e danno tissutale ate-
rosclerotico. Alcune recenti ricerche basate su
analisi sierologiche hanno evidenziato un eviden-
te legame tra elevati titoli anticorpali anti-Hsp60
umana e coronaropatia aterosclerotica (11).
In questa esperienza, l’impiego della RT-PCR si è
dimostrato assai utile rispetto alle indagini con-
venzionali in quanto ha consentito di identificare
le molecole realmente coinvolte nel danno immu-
nopatologico dell’aterosclerosi. Interessante è
risultata l’evidenza dell’espressione del gene
hsp60 di C. pneumoniae dal tessuto circostante la
lesione ed apparentemente sano, in un caso (F.I.)
con evoluzione acuta della placca carotidea ad
impronta emorragica e preceduto da tromboem-
bolia retinica. 
La proteina Hsp60, essendo in grado di attivare
fattori endoteliali, potrebbe essere responsabile
dell’attivazione di processi infiammatori mediati
da chemochine ed endoteline implicati nell’evo-
luzione dell’aterosclerosi e considerata, pertanto,
un marcatore di attività non solo replicativa ma
anche immunopatologica (14-15). 
L’evidenza, in un caso (S.E.), di elevata espres-
sione del gene 16S rRNA è indicativa di attiva
replicazione di C. pneumoniae nell’endotelio
arterioso. Altro dato importante emerso dalla pre-
sente ricerca è stato il riscontro di espressione
genica di C. pneumoniae solo nell’endotelio della
porzione prossimale apparentemente indenne

della placca ateromasica. 
I risultati da noi ottenuti potrebbero essere corre-
labili alle osservazioni di carattere emodinamico
che hanno evidenziato una prevalente distribuzio-
ne di macrofagi nelle porzioni prossimali dell’ar-
teria dove sono più frequenti le rotture dell’intima
e della media (6, 12). 
Questi risultati sarebbero in parte attribuiti a un
incremento della pressione arteriosa e ad una
maggiore turbolenza del flusso rispetto a quanto
si registra nella porzione distale dell’arteria caro-
tide. Il riscontro di un aumento dei macrofagi
nelle porzioni prossimali della placca potrebbe
altresì confortare un possibile insulto infettivo,
quale quello indotto da C. pneumoniae, che favo-
rirebbe l’innesco di processi degenerativi dell’in-
tima e della media ad evoluzione rapidamente
ingravescente, in parte mediati dall’attività
macrofagica di richiamo di citochine e chemochi-
ne con attività citopatogena.
Ulteriori dati potranno essere forniti dalle analisi
molecolari sulle linee cellulari Hep-2 e sui rispet-
tivi terreni di coltura, dall’analisi della produzio-
ne citochinica e di altri mediatori dell’infiamma-
zione oltre che dal sequenziamento dei prodotti di
amplificazione ottenuti dalla PCR e RT-PCR.

Lavoro realizzato in parte grazie a contributi
PRIN 2005-2006, Fondazione CARIFE e CARI-
CE 2005-2006
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Figura I. A sinistra: rappresentazione schematica del frammento di endoarteriectomia carotidea distinto nelle porzioni prossimale
(PROX), mediale (MED) e distale (DIST) rispetto al cuore sottoposte ad analisi mediante PCR e RT-PCR per C. pneumonaie, previa
omogeneizzazione e lisi per estrazione del materiale nucleotidico. A destra: gel elettroforesi dei prodotti di amplificazione di RT-PCR
specifica per il gene hsp60 di C. pneumoniae (564 bp). Linea 1: controllo negativo, linea 14: paziente F.I.; linee 17-18: controllo positi-
vo C. pneumoniae AR-39; linea 19: markers 100 bp.

Tabella 1. Risultati della RT-PCR su tessuto di arteria carotide secondo le porzioni prossimale (PROX), mediale (MED) e distale (DIST)
Pazienti PROX MED DIST

coltura RT-PCR coltura RT-PCR coltura RT-PCR
S.E. + + 16S - - - -
F.I. + + hsp-60 - - - -
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