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ABREVIATURAS

AB Actividad bactericida

ADN Acido desoxirribonucleico
ADNbact ADN bacteriano

ARN Acido ribonucleico

Ag Antigeno

ALT Alanina aminotransferasa
AST Aspartato aminotransferasa
BGP Bacterias gram positivas
BGN Bacilos aerobios gram negativos
CGP Cocos gram positivos

°C Grados centigrados

FC Frecuencia cardiaca

ELISA Ensayo inmonoenzimético

(enzime-linked immunosobernt assay)
GALT Tejido linfoide asociado a intestino

(gut associated lymphoid tissue)

GLMs Ganglios linfaticos mesentéricos
g/dl Gramol/decilitro

HDA Hemorragia intestinal alta

IL-12 Interleuquina 12

INF-y Interferon gamma

K Potasio

LA Liquido ascitico

LBP Proteina de unién a lipopolisacéarido
LPS Lipopolisacérido

mg/ml Miligramo por mililitro

Na Sodio

NO Oxido nitrico

NO,- Nitrito

NOs3- Nitrato

NOx Oxido nitrico

NK Células asesinas (natural killer)
PBE Peritonitis bacteriana espontanea

PCR Reaccion cadena polimerasa



PMNs
SRE
Spp
TA
B
TIPS
TLR-2
TLR-9
TNF-a

pl
VHC

Linfocitos polimorfonucleares
Sistema reticulo-endotelial
Especies bacterianas
Tension arterial

Traslocacion bacteriana
Shunt portosistémico intrahepatico transyugular
Receptor Toll-like 2
Receptor Toll-like 9

Factor necrosis tumoral alfa
Unidades

Microlitro

Virus hepatitis C
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Background

Spontaneous bacterial peritonitis is a deadly complication in patients with
advanced cirrhosis, and the pathogenic mechanism involved is considered to be
bacterial translocation (BT) from the intestinal lumen. The inflammatory reaction
induced by the infection may be related to development of complications such
as renal insufficiency and death. We have previously demonstrated the
presence of bacterial DNA (bactDNA) as surrogated marker of BT in roughly
35% of patients with cirrhosis and ascitic fluid (AF) and showed that it is
associated to a marked innate immune response (elevated levels of TNF-q,
IFN-y, IL-12 and nitric oxide (NO)), that reaches similar levels to that observed
in patients with fully established SBP. However, the degree of the inflammatory

response varies among patients.

Aim
To assess the relevance of different factors that may be involved in the
modulation of the intensity of immune response in patients with cirrhosis and
ascites presence of bactDNA by studying:
1) The clinical characteristics of the patients
i) The hypothetical presence of more of one translocating bacterial spp
iii) The serum levels of
a. BactDNA
b. Lipopolysaccharide (LPS)
c. Inflammatory cytokine levels (TNF-a, INF-y and IL-12)
d

Nitric oxide

Methods

Prospective study in blood and AF of 77 patients with cirrhosis consecutively
included. Identification of bacterial-DNA was evaluated by 16SrRNA gene PCR
followed by nucleotide sequencing and by species-specific PCR. Concentration
of amplified bacterial-DNA, LPS, TNF-a, INF-y, IL-12 and NO in serum was
evaluated. ANOVA and ANCOVA analyses were performed.



Results

No episodes of multiple bacterial translocation were detected. Serum TNF-a,
INF-y, IL-12 and NOx levels showed a significant correlation with their
respective values in ascitic fluid (r=0.62; p=0.001), (r=0.84; p=0.001), (r= 0.69;
p=0.001) and (r=0.90; p=0.000), respectively. Serum TNF-a levels significantly
correlated with bacterial-DNA concentration (r=0.87; p=0.001), LPS (r=0.28;
p=0.016) and blood WBC (r=-0.27; p=0.02). Serum TNF-a levels were
significantly different between gram-negative and gram-positive groups
(504+120 vs 399+88 pg/mL, p<0.05). The best-fitting, significant ANCOVA
model included bacterial-DNA concentration, LPS and the interaction of both
variables. Serum INF-y levels significantly correlated with Mean blood pressure
(r=0.39; p=0.02), blood WBC (r=-0.34; p=0.03) and blood PMNLs (r=-0.31;
p=0.003) but not with bacterial-DNA concentration (r=0.18; p=0.12) and LPS
(r=0.18; p=0.12). INF-y levels were not significantly different either between
gram-negative and gram-positive groups or when individual bacterial-species
were compared. IL-12 levels were significantly different either between gram-
negative (553+19 pg/ml) and gram-positive groups (653+32 pg/ml) (p=0.012) or
when individual bacterial-species were compared; S. aureus (707+94), E. coli
(583+125) (p<0.05). Serum IL-12 levels significantly correlated with LPS (r=-
0.24; p=0.04) and prior encephalopathy episodes (672+173; p=0.04) but not
with bacterial-DNA concentration (r=-0.10; p=0.39). Serum NOx levels
significantly correlated with bacterial-DNA concentration (r=0.76; p=0.001), LPS
(r=0.25; p=0.03), blood WBC (r=-0.27; p=0.04) and LA PMNLs (r=-0.27;
p=0.03). NOx levels were not significantly different either between gram-
negative and gram-positive groups or when individual bacterial-species were

compared.

Conclusions

Bacterial-DNA presence in patients with cirrhosis and ascites is due to single-
species translocation. Bacterial-DNA concentration is the most influencing

variable associated with serum cytokine and NO response.
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INFECCIONES BACTERIANAS EN LA CIRROSIS.
PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA

Las infecciones bacterianas son una de las complicaciones mas importantes y
frecuentes que se desarrollan en pacientes con cirrosis descompensada. Estas
complicaciones que ocurren en un 20-60% de los pacientes con cirrosis
descompensada [1-3], son una causa frecuente de mortalidad y han adquirido
por tanto, una gran relevancia clinica [4]. El tipo mas frecuente de infeccion lo
representa la peritonitis bacteriana espontdnea (PBE) y las infecciones del
tracto urinario (ITU), producidas hasta en un 70-80% de los casos por bacilos

aerobios gram-negativos (BGN) [1, 3].

En los pacientes cirréticos, las diversas descompensaciones que padecen
obligan a su frecuente ingreso hospitalario, adquiriendo la propia
hospitalizacion un papel importante como factor de riesgo del desarrollo de
infecciones [5]. Se ha estimado que aproximadamente un 50% de los pacientes
cirréticos que ingresan en un hospital presentan una infeccion bacteriana o la

desarrollan durante la hospitalizacion [6].

La colonizacion de la flora intestinal por bacterias adquiridas en el hospital y el
uso frecuente de norfloxacino como profilaxis primaria o secundaria de la PBE
en estos pacientes, asi como el aumento en el grado de instrumentalizacién
(accesos vasculares, TIPS, ligadura de varices, tratamiento percutaneo del
hepatocarcinoma, etc.) necesario para el control de las complicaciones clinicas,
adquieren relevancia a la hora de determinar los posibles focos de infeccién
intrahospitalaria [7, 8]. Este hecho ha adquirido gran importancia dado que se
ha observado en los pacientes hospitalizados sometidos a procedimientos
invasivos, un aumento en el porcentaje de episodios bacterianos que

involucran microorganismos grampositivos [2].
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No obstante, no solo los factores asociados o relacionados con la
hospitalizacion influyen en el desarrollo de las infecciones bacterianas, sino que
otros factores como las anomalias inmunitarias, tanto especificas como
inespecificas, la deficiencia funcional del sistema reticulo-endotelial (SRE) [6,
9], las hemorragias digestivas [9, 10] y la presencia de ascitis [11, 12] parecen

tener una importancia crucial en el desarrollo de infecciones.

La PBE es la complicacion infecciosa mas caracteristica y relevante que
desarrollan los pacientes con cirrosis y presencia de liquido ascitico (LA) [12,
13]. Es una complicacion casi exclusiva de los pacientes con cirrosis avanzada
y a pesar de la pequefia carga bacteriana que la produce, esta asociada a una

elevada tasa de mortalidad incluso con tratamiento antibitico adecuado.

El diagnostico de la infeccion del LA se realiza mediante la evaluacion del
mismo obtenido a través de la paracentesis. Se han descrito diversas variantes
de ascitis infectada basadas en los resultados del cultivo del LA y en el
recuento de leucocitos polimorfonucleares (PMNSs), siendo la PBE el tipo méas
comun de infeccion del LA. Estas variantes se detallan en la siguiente tabla
(Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de la infeccion del liquido ascitico.

TIPO DE INFECCION PMN (por pL) CULTIVO DE LA

Peritonitis bacteriana espontanea > 250 Positivo 0 negativo

(monomicrobiano)
Peritonitis bacteriana secundaria > 250 Positivo

(polimicrobiano)
Bacteriascitis polimicrobiana <250 Positivo

(polimicrobiano)
Bacteriascitis monomicrobiana <250 Positivo

(monomicrobiano)

LA liquido ascitico. PMN Leucocitos Polimorfonucleares

6 |
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Hasta hace poco tiempo se distinguian dos variantes de PBE de acuerdo con el
resultado del cultivo positivo o negativo, de tal forma que se denominaba ascitis
neutrocitica con cultivo negativo a aquellos casos con recuento patolégico de
PMNs (> 250/uL), sin embargo esta denominacion ha dejado de ser utilizada
para pasar a denominarse PBE con cultivo negativo. Esta entidad es una
variante de PBE con dudas de que el prondéstico asociado a este tipo de
infeccion sea similar a la de cultivo positivo [14], sin embargo debe ser
considerada como una verdadera infeccién del LA y tratarse como una PBE
con cultivo positivo de acuerdo con los criterios del Club Internacional de Ascitis
[15].

Desde la primera descripcion de la PBE por Conn y Fesell en 1964 [16], se han
investigado diferentes aspectos de la infeccidén tales como su patogenia y
presentacion clinica, los métodos diagnosticos, asi como su tratamiento,
profilaxis y prondstico. Sin embargo, a pesar de que la infeccion del LA se
consideraba una complicacion rara, la practica rutinaria de paracentesis en
pacientes con cirrosis y ascitis ingresados en el hospital ha mostrado que la
prevalencia real es del 7-31% [12]. Ademas, debido a la elevada mortalidad
observada en estos pacientes con PBE, su aparicion se considera un
acontecimiento grave en la historia natural del paciente con cirrosis e indicacion
de trasplante hepatico, dado que refleja la existencia de una enfermedad
hepética avanzada y el prondstico después del desarrollo del primer episodio
es extremadamente pobre en comparacién con aquellos pacientes que no han

desarrollado la complicacién [17].

De igual modo que para otras infecciones, la supervivencia a corto plazo en
casos de PBE ha mejorado, hasta ser practicamente del 100% en ausencia de
otras complicaciones, tal como sindrome hepatorrenal, acute-on-chronic liver
failure (ACLF) o shock séptico. Sin embargo, la aparicion de estas
complicaciones, incrementa la mortalidad de una forma llamativa. La
probabilidad de recidiva de la PBE es superior al 50% anual [17, 18] y una

probabilidad de supervivencia en torno a un 20% a los dos afios [19].

7
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Por este motivo se considera inidicado iniciar una profilaxis secundaria de PBE

en los pacientes que han sobrevivido a un primer episodio.

Estos datos resaltan por tanto la necesidad no sélo de conseguir un diagnostico
precoz de estas infecciones bacterianas en pacientes cirréticos sino también de
obtener informacion acerca de qué pacientes presentan un mayor riesgo de
infeccion para instaurar una profilaxis adecuada y cuales son los mecanismos

moduladores para hacer frente a estas vias intermedias.

1.1 Etiologia de la PBE

Ls episodios de PBE son monomicrobianos y son producidos en su mayoria
por bacterias de origen entérico en los casos de adquisicibn comunitaria. Las
BGN estan implicadas en un 68% de los episodios con cultivo positivo, siendo
Escherichia coli el germen aislado con mayor frecuencia y presente en un 45%
de estos cultivos [2], seguida de Klebsiella pneumoniae. Una infeccién
polimicrobiana es de tipo secundario mientras no se demuestre lo contrario. Por
otra parte, las bacterias gram positivas (BGP), principalmente Streptococcus
pneumoniae o Enterococcus [27], son mas prevalentes en pacientes con
episodios de PBE de origen nosocomial, especialmente en aquellos que estan
sometidos a multiples procedimientos invasivos 0 que son admitidos en una
unidad de cuidados intensivos. Ademas, también se pueden detectar estos
gérmenes en episodios de PBE en aquellos pacientes que estan recibiendo
profilaxis de la PBE, especialmente en pacientes que se encuentran en

tratamiento con quinolonas a largo plazo [10, 25].

Por el contrario y aungque los gérmenes anaerobios son predominantes en la
flora intestinal en una proporcion con relacion a los aerobios de 1000/1 en
sujetos sanos [23], el desarrollo de un episodio de PBE causado por una
bacteria anaerobia es excepcional, y en los casos en que se desarrolla es

imprescindible excluir una peritonitis bacteriana secundaria.
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La baja incidencia de PBE causada por gérmenes anaerobios es
probablemente debido en parte a una saturacioén alta de oxigeno en la pared
intestinal que dificulta la supervivencia de las bacterias anaerobias en este
medio [24].

1.2 Patogenia de la PBE

El lumen intestinal es el origen de la mayoria de las bacterias que causan la
PBE [11-13]. Esto se ha observado en los resultados obtenidos del cultivo del
LA en los pacientes con episodios de PBE, en los que las bacterias mas
frecuentemente aisladas son BGN [21]. Asi mismo se conoce que el
sobrecrecimiento bacteriano intestinal es un fendmeno comun en pacientes con
cirrosis y su prevalencia, mayor en pacientes Child-Pugh C y con ascitis [9,
10], varia entre un 30-70% [35].

Ademas se ha observado que la descontaminacion de bacterias intestinales
mediante la administracion de antibiéticos orales poco o no absorbibles,
producen una reduccion significativa en la incidencia de la PBE [25, 26]. Esto
se produce sobre todo con farmacos como el norfloxacino que disminuye el

paso de BGN de origen gastrointestinal al LA.

La presencia de bacteriemia en aproximadamente la mitad de los casos de
PBE vy la aparicion de casos de bacteriemia aislada en pacientes cirréticos sin
un foco de infeccion primario evidente (bacteriemia espontanea), sugieren que
existe un paso previo debido a multiples mecanismos, que permiten a las
bacterias su salida del lumen y asi alcanzar la circulacion sistémica antes de la
colonizacion del LA. Estos mecanismos implicados en la patogénesis actuan
favoreciendo por una parte el sobrecrecimiento intestinal bacteriano y por otra
parte producen alteraciones en la morfologia y en la permeabilidad intestinal,

gue lleva como consecuencia la aparicion de este fenbmeno.

La figura 1 esquematiza los mecanismos patogénicos conocidos que parecen

jugar un papel en la patogenia de la PBE (Such y Runyon, 1998).
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Figura 1. Mecanismos patogénicos que conducen al desarrollo de una PBE
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TRASLOCACION BACTERIANA

El intestino desempefia importantes funciones, ademas de participar en la
digestion, absorcion y el metabolismo, ejerce un papel relevante como 6rgano
neuroendocrino, inmunolégico y sobre todo, la importante funcion de barrera
entre el medio interno y la masa fecal. La barrera intestinal esta formada en un
75% de su peso hiimedo por material microbiano (4x10* bacterias por gramo)
contabilizandose en su contenido, alrededor de 500 especies bacterianas

distintas.

La alteracion de la flora digestiva y el movimiento de los microorganismos a
través de la pared bacteriana han sido aceptados como los principales sucesos
en el desarrollo de infecciones bacterianas en los pacientes cirréticos, incluida
la PBE [20-22].

Al proceso por el cual las bacterias de la flora intestinal migran a través de la
barrera intestinal accediendo a los ganglios linfaticos mesentéricos (GLMs) y
desde alli a otros territorios extraintestinales como el LA y la circulacion
sistémica, se le denomina traslocacion bacteriana (TB) [20]. Su diagndstico
requiere la presencia de bacterias viables en GLMs, dado que se considera que
la misma esta presente cuando, en el cultivo de los GLMs, se demuestra el

crecimiento de al menos una especie bacteriana.

2.1 PatogeniadelaTB

Se considera a la TB como el mecanismo patogénico principal y el paso previo
gue da lugar al desarrollo de PBE en algunos casos. Este fenbmeno puede
ocurrir cuando se dan simultdneamente una serie de factores implicados tales
como el sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI), alteraciones de las
defensas inmunitarias locales o sistémicas del huésped, cambios estructurales

de la mucosa y probablemente el aumento de la permeabilidad intestinal.
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La TB es un fendmeno que ha sido estudiado y demostrado tanto en modelos
experimentales de ratas cirroticas [13], como en humanos. Sin embargo, de
acuerdo con el criterio diagnostico clasico de TB que implica la necesidad de la
recogida y el cultivo de GLMs [12], existe una gran dificultad y limitacion de
estudiar los fendmenos de TB en pacientes con cirrosis salvo en un entorno de
investigacibn muy concreto [31], por lo que la mayor parte de la informacion
disponible de este hecho proviene de los estudios realizados en animales de

experimentacion [27, 28].

Los primeros estudios realizados en ratas con cirrosis fueron efectuados por
Runyon et al [29]. Desde entonces se ha demostrado una incidencia de
traslocacion en ratas cirréticas de aproximadamente un 50%, frente a un 0-10%
en ratas sanas, observandose la existencia de identidad genética de las
bacterias cultivadas simultaneamente en LA y en los GLM [30], lo que
proporciona una gran evidencia de apoyo al concepto de TB en su relacion al
desarrollo de PBE. Por otra parte, estudios realizados por Cirera et al [31] en
una serie de pacientes sometidos a laparotomias para trasplante hepatico o en
la reseccion de carcinomas hepatocelulares, demuestran la presencia
bacteriana viable en ganglios linfaticos mesentéricos en pacientes con cirrosis,
lo que confirma la existencia de TB en estos pacientes. Ademas, comprobaron
que la traslocacién de organismos entéricos a los GLM en los pacientes con
cirrosis avanzada (Child C) era significativamente mayor (30,8%) que la

observada en pacientes cirréticos Child A o B y en pacientes no cirréticos.

2.2 Causas delaTB

La TB se produce cuando hay una alteracién de uno o mas de los mecanismos
gue hacen de la mucosa intestinal una barrera mecénica e inmunitaria contra
las bacterias intestinales [32]. Estos mecanismos tan importantes en el
mantenimiento del equilibrio en un sujeto sano son principalmente la presencia
de un transito intestinal adecuado que impida el sobrecrecimiento bacteriano, la

integridad de la barrera intestinal y la del sistema inmunitario local y sistémico.
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2.2.1 Alteraciones de la flora local

Los pacientes con cirrosis presentan un SBI de enterobacterias aerobias en
tramos altos intestinales en un elevado porcentaje de casos que varia un 30-
70% [33] y esta prevalencia es mayor en aquellos con Child-Pugh C vy
presencia de ascitis. Este hecho ha sido relacionado con la predisposicion al
desarrollo de TB y de PBE a largo plazo [13, 34], y apoyado en la observacion
de una menor incidencia de PBE tras la reduccion de la flora intestinal con el
uso de antibidticos poco o no absorbibles [13, 26, 35], factor que ademas
mejora la supervivencia de los pacientes. Existen diferentes factores
relacionados con el enlentecimiento de la motilidad intestinal que explican la
presencia de SBI en pacientes con cirrosis, tales como: el abuso de alcohol, la
hipocloridia secundaria a uso de farmacos antisecretores, 0 una secrecion
reducida de acidos biliares. Por otra parte, se ha sugerido que determinados
factores de virulencia y susceptibilidad bacterianos tales como, la capacidad de
adherencia a los receptores especificos localizados en las células epiteliales
promoviendo una colonizacion inicial, la presencia bacteriana de capsula o la
reduccion de la sintesis de IgA en el lumen intestinal facilitan la penetracion de
la bacteria a través de la mucosa [49], llevando a los BGN a traslocar con

mayor facilidad que el resto de gérmenes CGP y anaerobios [36].
2.2.2 Alteraciones de la barrera intestinal

El concepto de incremento de permeabilidad hace referencia a la absorcion de
macromoléculas, esto es, aquellas que por su tamafio no deberian ser
absorbidas. Se ha considerado que cambios anatémicos de la mucosa podrian
facilitar el paso de macromoléculas, estudiada mediante la absorcion de
sustancias tales como la lactulosa o EDTA [37, 38], y que su determinacién
reflejaria el grado de permeabilidad alterada. Nuestro grupo ha demostrado que
los pacientes cirroticos, especialmente aquellos con una enfermedad hepatica
mas grave, presentan un grado de permeabilidad intestinal a macromoléculas
mayor que los controles sanos o que los pacientes con cirrosis compensada,

estudiado mediante el test de lactulosa/manitol [39].
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Este hecho podria ser debido a alteraciones funcionales y/o estructurales de la
barrera intestinal, quizas como consecuencia del éstasis vascular secundario a

la hipertension portal [13, 40, 41].

Se ha descrito en relacion con la cirrosis la existencia de alteraciones
estructurales de la mucosa intestinal (edema, inflamacion, cambios vasculares)
tanto en ratas [42] como en pacientes [43]. Such et al estudiaron las
alteraciones ultraestructurales de la mucosa de duodeno distal en pacientes
cirréticos [44], observando un incremento en la amplitud de los espacios
intercelulares con sellado normal de la zona apical de los enterocitos mediante
las Zonulas Occludens o tight junctions, y un acortamiento de las
microvellosidades. No hay estudios, sin embargo, que permitan correlacionar

estos fendmenos con incrementos de la permeabilidad.

Se considera que el incremento de permeabilidad a macromoléculas es un
fendbmeno paracelular, mientras que la traslocacion de bacterias que suelen
causar las infecciones en la cirrosis es transcelular. No se puede relacionar sin
embargo, estos hallazgos con alteraciones de la permeabilidad, ni con la

predisposicién a la traslocacion.

Por tanto, se desconoce si estas alteraciones estructurales podrian provocar
anomalias en la funcién de barrera intestinal aumentando la permeabilidad a
determinadas sustancias, las cuales en condiciones normales serian incapaces
de atravesar dicha barrera. Estos hallazgos hacen mas relevante la importancia

de la alteracion funcional de la barrera intestinal.

Asimismo, se ha detectado que el dafio oxidativo de la mucosa intestinal,
probablemente en relacién con la hipoxia local debida a la hipertensién portal,
es causa de una permeabilidad intestinal alterada, favorecedora de la TB en
varios modelos experimentales de hipertensién portal, incluyendo la cirrosis
[45-47].
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Por ultimo, la endotoxemia, es decir la presencia en sangre periférica de
lipopolisacéaridos (LPS), constituyentes de la pared bacteriana de BGN, descrita
en pacientes cirrgticos con ascitis y enfermedad hepatica avanzada [48], se
relaciona con una capacidad incrementada de dichas bacterias de atravesar la
pared intestinal y parece promover la TB por un mecanismo que no esta
totalmente establecido, aunque se cree que actia alterando la inmunidad del
huésped sobre todo produciendo una alteracion linfocitaria y depresion del
sistema reticulo endotelial (SRE). De esta forma el SBI estaria favorecido, al
alterarse la permeabilidad y la perfusién de la mucosa intestinal [49, 50]. Es
decir, la endotoxemia estaria inducida por una alteracion inicial de
permeabilidad, que cerraria el circulo al empeorar aun mas la capacidad

funcional de barrera de la pared intestinal.

2.2.3 Alteraciones de lainmunidad

2.2.3.1 Alteraciones de lainmunidad local

Ademas del efecto mecanico protector que posee la mucosa intestinal, el paso
de bacterias y endotoxinas a través de la misma depende de mecanismos
inmunologicos como son el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, gut
associated lymphoid tissue): las placas de Peyer, linfocitos B y T, plasmocitos y
macréfagos distribuidos por la lamina propia, linfocitos intraepiteliales
secretores de IgA y los ganglios linfaticos mesentéricos [17, 48,162]. Dado que
las bacterias intestinales son las responsables de un gran numero de
infecciones en pacientes inmunodeprimidos [52-54], parece l6gico asumir que
las disfunciones inmunitarias pueden ser factores potencialmente
favorecedores de la TB en la cirrosis, al tratarse en realidad de una forma de

inmunodeficiencia adquirida.

De los conocimientos actuales se desarrolla la probable asociacion entre

alteraciones de la inmunidad local y la TB.
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Aunque no hay estudios especificos sobre la integridad de la inmunidad
intestinal local o sistema GALT en los pacientes cirréticos, las mudltiples
alteraciones inmunitarias que presentan sugieren que la eficacia de la barrera

inmunitaria intestinal esta probablemente poco preservada.

Pelletier et al [55] realizaron un estudio que evidencio el déficit en la secrecion
intraluminal y biliar de IgA en un grupo de sujetos con cirrosis. Estos hallazgos
fueron corroborados posteriormente por Debure et al [56] que demostraron
ademas la existencia de una correlacion inversa entre el nimero de células
plasmaticas (secretoras de IgA) en la pared intestinal y la incidencia de TB.
Este déficit local de IgA, podria facilitar de forma secundaria, la adherencia
bacteriana a la superficie intestinal y por tanto su penetracion a través de la

mucosa [36], lo que constituye el primer paso en el proceso de la TB.

Por otra parte, las alteraciones en el funcionalismo de los macrofagos,
principalmente el relacionado con la capacidad de destruccion bacteriana
intracelular [6, 57], también se han asociado a la aparicion de TB, puesto que
los gérmenes que atraviesan el epitelio intestinal no serian destruidos, por lo
gue podrian acceder de forma viable a los GLMs [58] y posteriormente a la
circulacion sistémica. Las manipulaciones de la inmunidad, mediante la
administracion de inmunomoduladores o corticoides, pueden aumentar la
colonizacion de la superficie enterocitaria por BGN, aumentando la

permeabilidad intestinal a los mismos [59].

Finalmente, en condiciones normales los GLMs son capaces de eliminar las
bacterias traslocadas, pero esta capacidad parece estar disminuida en
pacientes con cirrosis, puesto que la estimulaciéon farmacolégica de los
macrofagos locales permite disminuir la TB [60]. En el caso de los pacientes
con cirrosis, las bacterias pueden sortear en algunos casos el filtro que supone
los GLM y acceder a la circulacion sistémica. La presencia de
hipergammaglobulinemia policlonal en muchos de estos pacientes puede ser

un reflejo de esta alteracion.
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2.2.3.2 Alteraciones de la inmunidad sistémica

Una vez que las bacterias cruzan la barrera intestinal, tras conseguir sortear las
defensas que permiten su paso a la circulacion linfatica y alcanzar el torrente
sanguineo, sera la capacidad de los mecanismos defensivos de la sangre de

eliminarlas la que determine el resultado final de dicha colonizacion.

La eliminacion de bacterias mediante estos mecanismos puede iniciarse a
través de un recubrimiento de la pared bacteriana con IgG y/o la opsonizacion
de la misma por parte del sistema del complemento. Este primer paso se
completa con la fagocitosis por parte de los macrofagos [61] y el acumulo de

neutrdfilos en la zona.

Esta combinacion de mecanismos humoral y celular se encuentra alterada en
los pacientes con cirrosis, los cuales presentan una actividad quimiotactica
reducida [62], baja sintesis de los factores del sistema del complemento [12] y
de la fibronectina [63], haciendo por tanto, menos efectivo este mecanismo
inmune de primera linea. En cuanto a la respuesta de los PMNs, tanto su
actividad fagocitica como la capacidad de lisis intracelular de las bacterias y su
guimiotaxis, se encuentran reducidas en los pacientes con cirrosis [64-66] y se
ha visto que mejoran in vitro tras la administraciéon de factor estimulante de
colonias granulocito-macroéfagos [67]. Otros defectos inmunes que se han
relacionado con la funcién alterada de los neutréfilos incluyen una produccion
reducida de metabolitos oxidativos [65] y una sintesis disminuida de anion

superoxido, factor activador de plaquetas y leucotrieno B4 [68].

Por otra parte, los macrofagos son los agentes celulares de primera linea en la
respuesta del huésped a los organismos extrafios, debido a su capacidad de
reconocer y eliminar a los organismos recubiertos por IgG, y se localizan entre
otros sitios en la cavidad peritoneal [69], higado [70] y bazo [71]. Gémez et al
describieron una alteracién en la funcion de los receptores Fc-gamma de los

macrofagos de pacientes con cirrosis de origen alcohdlico [72].
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Estas alteraciones, junto con la deficiente actividad fagocitica y funcion de lisis
intracelular observada en los monocitos periféricos [73], podrian predisponer al

desarrollo de infecciones bacterianas en pacientes con cirrosis avanzada.

En condiciones normales, aquellas bacterias que han sido capaces de acceder
a la circulacion sistémica son eliminadas por el SRE, localizado principalmente
en el higado. Sin embargo, la capacidad funcional de este sistema bactericida
fundamental esta disminuida en pacientes con cirrosis [6, 74] y este mismo
hecho puede ser util como herramienta diagndstica para detectar la presencia

de cirrosis [75].

Asi Rimola et al [9], en hallazgos posteriormente confirmados por Bolognesi et
al [76], observaron que la eliminacion del coloide azufre-tecnecio®™ por el SRE
esta reducida en pacientes con cirrosis comparada con sujetos sanos, y que los
pacientes con una mayor disfuncion del SRE desarrollan mas episodios de
bacteriemia durante el periodo de seguimiento y la supervivencia es menor que
en los pacientes con actividad del SRE conservada o menos disminuida. La
alteracion del SRE probablemente favorece episodios prolongados de
bacteriemia, aumentando la probabilidad de una ulterior siembra de las
bacterias en el LA y la predisposicion a PBE. Probablemente la existencia de
shunts portosistémicos debida a la presencia de hipertensién portal condiciona

al menos en parte esta disminuida actividad del SRE hepatico.

2.2.3.3 Alteraciones de lainmunidad en el LA

Independientemente de la via por la que las bacterias acceden al LA, la
probabilidad de desarrollar una infeccion es inversamente proporcional a la
capacidad bactericida del LA. El exudado peritoneal normal posee una efectiva
capacidad bactericida que viene mediada principalmente por el sistema del
complemento, similar a la observada en exudados peritoneales neoplasicos
[77] y superior a la del LA de pacientes con cirrosis [78]. La llegada de
bacterias al LA induce la activacion de los mecanismos bactericidas humorales

del mismo, especialmente la via alternativa del sistema del complemento.
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De hecho, la presencia de lipopolisacéridos en la pared bacteriana es uno de
los principales activadores de dicha via inmunitaria. Sin embargo, este
mecanismo de defensa puede ser evitado por algunas cepas mas virulentas de
BGN [79]. De esta manera, se ha comprobado como los episodios de PBE
debidos a cepas encapsuladas de E. coli en pacientes cirroticos desarrollan un
mayor niamero de complicaciones y mortalidad que los debidos a cepas no

encapsuladas [80].

Ademas de lo expuesto anteriormente, hay que tener en cuenta que a pesar de
que el intestino es el origen mas comun de las bacterias que colonizan la
sangre y el LA, éste no es el Unico. Ho et al [81] llevaron a cabo un estudio que
mostraba una prevalencia de bacteriuria asintomatica en el 61.4% de los
pacientes con PBE adquirida en la comunidad, lo que podria implicar al tracto
urinario como una de las fuentes alternativas de las bacterias responsables de
la PBE. Otros origenes, como la neumonia y las infecciones de tejidos blandos
han sido sugeridos como fuente de microorganismos en casos de PBE (y
bacteriemia) debidos a gérmenes Gram-positivos (BGP) [82, 83]. Esta
posibilidad se ve respaldada por la reciente descripcion de la mayor incidencia
de episodios de PBE debidos a BGP en pacientes hospitalizados [2].

Estos posibles origenes y el frecuente hallazgo de hemocultivos positivos en
pacientes con PBE cultivo-positivo y cultivo-negativo, sugieren que la peritonitis
“‘espontanea” es probablemente la consecuencia de una bacteriemia con la
consiguiente colonizacion del LA y desarrollo de la infeccion en el contexto de

una pobre actividad bactericida en el LA [21, 22].

2.2.4 Alteraciones clinicas y analiticas de los sujetos

La gran variabilidad descrita sobre la incidencia de PBE en pacientes cirroticos

se debe probablemente, a las diferentes caracteristicas clinicas y analiticas de

estos pacientes.
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Asi, los pacientes con cirrosis que desarrollan una infeccion del LA
habitualmente tienen una enfermedad mas avanzada [1] y niveles menores de
proteinas totales en el LA de forma que el desarrollo final de un episodio de
PBE dependera basicamente de la concentracion en LA de proteinas totales

[84], factores del complemento [12] y de su capacidad opsonizante [85].

Aproximadamente el 70% de los pacientes con cirrosis muestran una actividad
disminuida del sistema del complemento [86], estando Cj3, C, y la actividad
hemolitica total reducidas en pacientes con cirrosis avanzada [12, 87]. En este
altimo estudio, el analisis multivariado mostré que los niveles bajos de C3 en

plasma era un predictor significativo de infeccion y mortalidad.

Como consecuencia de estos hechos, la probabilidad de desarrollar un primer
episodio de PBE también estd aumentada en pacientes cirréticos con niveles
de proteinas totales en LA menores de 1g/dL en comparacion con los pacientes
gue presentan niveles mayores (24% vs. 4%, respectivamente a los 3 afios de
seguimiento) [88]. Una vez que las BGN acceden al LA, la activacién del
sistema del complemento conduce a la opsonizacion bacteriana y al
consecuente consumo de los factores del complemento implicados en dicho
proceso. Es probable que la llegada repetida de bacterias al LA acelere el
consumo de los factores de este sistema defensivo inespecifico antimicrobiano,
conduciendo a un progresivo deterioro de su capacidad funcional [89, 90]

predisponiendo, por lo tanto, al desarrollo de la PBE [86].

Los factores relacionados con la gravedad de la enfermedad hepatica de base
han sido, asimismo, propuestos para predecir la probabilidad de desarrollar una
PBE. En un estudio reciente, Andreu et al [89] demostraron que el nivel de
bilirrubina sérica es un factor predictivo independiente de un primer episodio de
PBE en el seguimiento a largo plazo, y Guarner et al [91] mostraron que los
pacientes con bajo recuento de proteinas en LA, bilirrubina total por encima de
3.2 mg/dL y recuento plaguetario por debajo de 98000/mL presentaban un

riesgo mayor de desarrollar un primer episodio de PBE.
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Todos estos factores identifican a aquellos pacientes con mayor deterioro de su
funcion hepatocelular, lo que indica que este es probablemente el mayor
condicionante para el desarrollo de esta complicacion. Como es logico pensar,
el aumento de los niveles de proteinas en LA aumentaria la capacidad
bactericida del mismo, lo que podria conseguirse mediante un correcto
tratamiento diurético [92, 93], que podria representar, por tanto, un mecanismo
efectivo tedrico de prevencion de la PBE en pacientes cirréticos con ascitis. La
paracentesis evacuadora es un procedimiento ampliamente usado actualmente
para eliminar el LA de pacientes con cirrosis. A pesar de que implica una
pérdida de todos los componentes moleculares del mismo, parece ser que la
capacidad bactericida del LA permanece indemne a pesar de llevar a cabo
paracentesis repetidas, aparentemente a costa de un descenso en los niveles
de complemento sérico [94, 95], no pareciendo aumentar el riesgo de
desarrollar una PBE [96].
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DESARROLLO DE UN METODO DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE ADN BACTERIANO

La teoria patogénica de la PBE en pacientes con cirrosis y ascitis sugiere que
episodios repetidos de TB desde el lumen intestinal a los ganglios
mesentéricos y de ahi a la circulacion sistémica son los pasos claves para el
desarrollo final de eventos infecciosos [44]. Existen evidencias de que las
bacterias pueden translocar como microorganismos viables y como
microorganismos no viables o fragmentos de los mismos. Si se da lugar la
primera posibilidad, las bacterias podrian crecer si son capaces de sobrevivir a
la actividad bactericida del hospedador, colonizar los érganos y por tanto,

desarrollarse la infeccién.

En este contexto, la actividad bactericida del LA puede impedir el desarrollo de
la infeccion a través de la opsonizacion de la bacteria [20] y por tanto, aquellos
pacientes con menor capacidad bactericida y disminucion en la actividad del
sistema del complemento, estarian predispuestos a desarrollar esta
complicacion [9]. Ademas, la persistencia de las bacterias en la circulacién
sistémica se veria favorecida por la existencia de shunts portosistémicos y por
la disminucién de la capacidad de aclaramiento hepéatico que se produce en
estos pacientes [9]. Por otra parte, una vez que las bacterias llegan a los GLMs
pueden resultar dafiadas por la respuesta inmune local [20] y en consecuencia,
sélo algunos fragmentos de las mismas podrian llegar finalmente a la linfa y la

circulacion sistémica.

Sin embargo, aunque la TB y el crecimiento de diferentes especies bacterianas
(spp) en GLMs de animales es un fendmeno bien conocido [44], no han sido
descritos en pacientes por la dificultad de su estudio. De hecho la TB en los
pacientes con cirrosis y ascitis constituye un fenémeno inadvertido, por lo que
resulta relevante disponer de marcadores indirectos no invasivos de TB [97]

tanto cualitativos como cuantitativos.
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Ademas, ocasionalmente los pacientes con cirrosis y ascitis desarrollan
bacteriemias espontaneas, caracterizadas por fiebre, escalofrios, leucocitosis y
hemocultivos positivos. La patogenia de estos fendmenos es la misma que la
que conduce al desarrollo de PBE, y en una elevada proporcion de casos se
asocia a episodios de PBE. Sin embargo, la mayoria de los episodios de
siembra bacteriana analizados mediante cultivo de sangre y LA permanecen
indetectables, incluso en condiciones 6ptimas [98], parece l6gico pensar que
algunos de estos episodios no se detectaran mediante cultivo si el indculo
bacteriano es pequefio o bien si las bacterias estdn opsonizadas, y por tanto

incapaces de crecer en el mismo.

Debido a este hecho y con la finalidad de observar el hipotético movimiento
bacteriano que se producen en pacientes con cirrosis y ascitis desde un nivel
molecular, nuestro grupo considerd necesario disponer de un método mas
sensible y especifico que el cultivo tradicional para la deteccion de bacterias en
los fluidos bioldgicos, independientemente de su status vital.

Si recordamos la estructura bacteriana, los componentes antigénicos
principales son por un lado la pared celular (a través de los lipopolisacéaridos
(LPS) [99] en el caso de las BGN y en los CGP a través de su capa gruesa de
peptidoglicanos) y por otro el ADN bacteriano (ADNbact) [44]. Estos
componentes debido a su gran estabilidad en la bacteria han sido estudiados
como métodos indirectos de TB. En estudios previos, Albillos et al [100]
observé en pacientes con cirrosis avanzada y ascitis, un aumento en los
niveles de proteinas de unién al lipopolisacarido (LBP) en el 30% de los
pacientes con cirrosis avanzada y ascitis no infectada, siendo el LBP un
marcador muy preciso en la estimacion de la endotoxemia. Esta aproximacion
al problema es mas rentable que la de deteccion directa de LPS, al no disponer
de un método adecuado para su determinacién. El hecho de que estas
alteraciones fueran revertidas con el uso del norfloxacino como inhibidor
selectivo de la flora bacteriana gramnegativa orient6 a la posible relacién entre

los niveles elevados de LBP y la existencia de TB.
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Dado que la determinacion de LBP detecta unicamente episodios de TB por
BGN, al ser los Unicos con LPS en su pared, nuestro grupo desarrollé su linea
de investigacion en la TB a través de la creacién de un método de deteccion e
identificacion de ADNbact en los liquidos biologicos humanos basado en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), llevado a cabo por R. Francés et
al [44], puesto que de este modo era factible detectar la TB tanto por BGN

como por CGP.

3.1 Cinética de los fragmentos de ADNbact

Desde el punto de vista cualitativo, gracias al uso de esta metodologia basada
en la deteccion de la ADNbact a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), nuestro grupo ha sido capaz de llevar a cabo la busqueda
de fragmentos bacterianos en numerosos pacientes. El primer estudio realizado
con la aplicacion de esta metodologia fue en una serie de 34 pacientes con
cirrosis y ascitis estéril ingresados consecutivamente en el hospital [44]. En
este estudio inicial se demostro la presencia simultdnea de ADNbact en sangre
y LA en un 32% de los pacientes con cirrosis y con LA no infectado [44].
Ademas, nuestro grupo también ha demostrado en sucesivos estudios la
presencia simultanea de ADNbact en la sangre y LA en todos los casos de
pacientes diagnosticados de PBE, incluso en aquellos con cultivos

microbiolégicos del LA negativos [102].

La comprobacién definitiva de que los fragmentos gendmicos bacterianos
detectados en suero y LA correspondian a episodios de TB pudiendo ofrecer
por tanto una evidencia molecular de este fendmeno [97], se realizé a través de
la secuenciacién automatica de nucleétidos y la comparacion de las secuencias
con las encontradas en las bases de datos correspondientes. Los resultados
mostraron que estos fragmentos de ADNbact detectados procedian en su
mayoria de E. coli (85.7%), que es la especie bacteriana responsable de la

mayoria de episodios de PBE.
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Ademas, la simililitud entre el ADNbact aislado en suero y en LA fue en la
mayoria de los casos superior al 99,5% [44] lo que indica que la bacteria
detectada en LA es la misma que la detectada en suero, por lo que se podria
afirmar que estos fragmentos detectados han sido debidos a episodios de

traslocacion de ADNbact de un clon dominante, coincidente en suero y LA.

En un estudio posterior realizado por Francés et al [103], se observo la
existencia intermitente de episodios repetidos de TB a través del hallazgo en
sangre de secuencias de nucleétidos procedentes de una misma especie
bacteriana en los fragmentos de ADNbact detectados en un mismo paciente en
diferentes tiempos de muestreo. Con la intencion de caracterizar el proceso de
la TB, se estudi6 la dindmica del ADNbact mediante la obtencidon consecutiva
de muestras de sangre de pacientes con cirrosis y ascitis. Se detect6 ADNbact
en un 41% de los mismos, siendo la bacteria detectada en la primera muestra
la misma que la detectada en las siguientes. En 2 de estos pacientes, la
desaparicion de ADNbact fue seguida de su reaparicion 8 horas después.
Estos hallazgos sugieren que la TB es un proceso dinamico y repetitivo que

parece desarrollarse en un subgrupo de pacientes con cirrosis avanzada.

Ademas, el hecho de que los fragmentos gendmicos de ADNbact pudieran
desaparecer y reaparecer en las muestras de suero consecutivas, manteniendo
la identidad genética, nos hizo suponer que el principal mecanismo
responsable de la presencia de ADNbact en la sangre es debido a episodios
repetidos de movimiento bacteriano a travées de la pared intestinal,
generalmente realizados por una misma cepa bacteriana y probablemente en
situacion de sobrecrecimiento intestinal [103]. Las consecuencias clinicas de la
presencia de ADNbact en nuestros pacientes, con especial atencion al
desarrollo de episodios de PBE, hemorragia digestiva por rotura de varices

esofégicas y mortalidad, ha sido objeto de un estudio multicéntrico.

Los resultados obtenidos indican que los pacientes con presencia de ADNbact
muestran un prondstico significativamente peor a corto y medio plazo (3 meses

y 1 afo) que los pacientes sin contacto previo con ADNbact [104].
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A lo largo este estudio, sin embargo, no se ha encontrado una correlacion
entre la presencia de ADNbact y el desarrollo de PBE, probablemente debido a
que la presencia de fragmentos genOmicos bacterianos incrementa la
capacidad fagocitica macrofagica [105] y por tanto la capacidad antibacteriana

del medio.

3.2. ADN bacteriano y la respuesta inflamatoria

Existen diferentes productos bacterianos tales como el ADNbact o la
endotoxina, entre otros, que son potentes activadores de la respuesta celular
innata, a través del aumento de la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias y
moléculas efectoras produciendo finalmente una marcada capacidad
proinflamatoria y adyuvante [106]. La activacion del sistema inmunitario tiene
lugar a través de rutas de sefalizacion y receptores celulares especificos para

estas moléculas.

El ADNbact no es una molécula inerte, sino que posee un papel
inmunomodulador importante. EIl ADNbact se caracteriza por la presencia de
secuencias cortas repetidas de binucleotidos CpG metilados que se unen a los
receptores Toll-like 9 (TLR-9), presente en las células del sistema inmune
innato como son los macrofagos, las células dendriticas y los natural killers
(NK) [107]. Esta unién induce in vitro y en modelos experimentales una
marcada respuesta inmunitaria de tipo Tyl, con sintesis y liberacion de las

citoquinas presentes en esta via, entre otras IL-12, TNF-a e IFN-y [108].

Cuando los fragmentos de ADNbact entran en contacto con macréfagos en un
modelo murino, éstos incrementan su capacidad para adherir bacterias y
posteriormente internalizarlas [105]. Ademas, mediante la activacion de los
macréfagos se produce un aumento en la sintesis de TNF-a, IL-6 e IL-12. Estas
dos ultimas citoquinas activan las células By T y modulan la produccion de INF
gamma (INF-y), contribuyendo a su vez a la activacion de las células NK tanto

in vivo como in vitro [109-111].
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Del mismo modo, las secuencias CpG estimulan a las células NK para la
liberacion de INF-y [112] que a su vez, puede aumentar la toxicidad de otros
agentes como el LPS [113] y activa la sintesis de 6xido nitrico (NO) a través de
la expresion de la forma inducible de la NO sintasa (iNOS) la cual desempeiia
un papel importante en la respuesta mediada por los macrofagos hacia los
agentes infecciosos [48].

Esta reaccion inflamatoria que se lleva a cabo, se ha evidenciado tanto en
cuanto a presencia intracitoplasmatica de citoquinas proinflamatorias [102]
como en la liberacion al medio de cultivo en modelos in vitro [113, 114].
Mediante citometria de flujo, nuestro grupo demostr6 que los
monocito/macrofagos de LA de pacientes con cirrosis y ascitis son capaces de
sintetizar citoquinas de tipo Ty1, observando la presencia intracelular de IL-6 y
TNF-a en cantidades significativamente superiores a las observadas en
pacientes sin evidencias de traslocacion molecular, asi como un agotamiento

de su reserva funcional al ser estimuladas con LPS [102].

Posteriormente, se comprob6 como las células que habian estado en contacto
con ADNbact eran capaces de liberar al medio cantidades significativamente
superiores de IL-12, TNF-a e IFN-y que las células obtenidas del LA de
pacientes sin contacto previo con fragmentos gendémicos bacterianos [103].
También estudios recientes de nuestro grupo han demostrado que la respuesta
inflamatoria asociada a la presencia de ADNbact en suero y LA en pacientes
con ascitis no infectada es similar a la observada en pacientes con PBE y es
mayor gue la respuesta observada en los pacientes sin fragmentos genémicos

bacterianos [115].

Del mismo modo, se ha observé que los macréfagos peritoneales obtenidos del
LA de pacientes en presencia de ADNbact estan preparados para sintetizar
cantidades significativamente mayores de NO in vitro que los macréfagos

obtenidos de pacientes sin ADNbact [48].
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Por otra parte, el sistema del complemento constituye en una primera linea no
especifica, un rapido mecanismo de defensa humoral contra la invasion
bacteriana, activandose también por su via alternativa a través del LPS. Su
activacion es significativamente mayor en los pacientes no cirréticos [164]. Sin
embargo, cuando analizamos las proteinas activadoras del sistema del
complemento, estas eran idénticas en los pacientes con ADNbact y en los que
tenian PBE [116].

En un estudio mas reciente de nuestro grupo, se observo que la presencia de
ADNbact en sangre y LA desencadena la activacion de este sistema en
pacientes con cirrosis, para hacer frente a la traslocacion de los fragmentos
genomicos bacterianos, mostrando el mismo perfil de inmunidad especifica que
en aquellos pacientes con PBE plenamente establecida. Ademas, los pacientes
con concentraciones reducidas de C3 o menor de 1g/dl en LA, podrian
asociarse a una opsonizacion inefectiva de la bacteria [79], permitiendo el
crecimiento de las mismas, alterando asi la evolucion clinica de los pacientes y

aumentando la predisposicion al desarrollo de PBE en estos pacientes [116].
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LA VARIABILIDAD DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA

En estudios recientes, se ha observado que las diferencias en el contenido de
CpG del ADNbact de distintas especies bacterianas se relacionan con
variaciones en la intensidad del proceso inflamatorio in vivo [117]. Ademas, el
hallazgo de que los productos de la activacion del complemento se
incrementen en un grado similar en pacientes no infectados con cirrosis y
presencia de DNAbact que en los pacientes con PBE sugiere que la respuesta

a la traslocacion de ADNbact podria ser dependiente del huésped [115].

Sin embargo, aunque la presencia de ADNbact se asocia a una marcada
respuesta inmune innata, como se muestra por niveles elevados de TNF-q,
IFN-y, IL-12 [4, 102] y moléculas efectoras tales como el 6xido nitrico (NO),
existe una amplia variabilidad entre los valores de estos [115], que no se
explica completamente por el contenido de los fragmentos aislados de
ADNbact y por tanto, el tipo de bacterias [117]. Por otra parte varios tipos
celulares pueden dar lugar a liberacion de citoquinas e incluso dependiendo
de la localizacion del proceso inflamatorio, varias citoquinas pueden ser

sintetizados por células que normalmente no lo hacen.

Por ello, es logico pensar que otros factores, como el tiempo de transito
intestinal, el SBI, el grado de hipertension portal y la eficacia del sistema
reticulo endotelial pueden influir en el paso de bacterias desde la luz intestinal a
otros territorios, en el desarrollo de la TB y en la intensidad de la respuesta

inmune.

El hecho de que los pacientes con cirrosis y ascitis puedan mantener un
estado inflamatorio crénico o continuo, podria constituir un problema clinico
relevante, dado que un aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias
como el TNF-a afectan a la hemodinamica de estos pacientes [118]. Niveles
elevados de IFN-y han mostrado facilitar la traslocacion bacteriana a través de
la induccion de alteraciones en la permeabilidad intestinal [119], con la

consiguiente exacerbacion del dafio hepatico y fibrogénesis [104, 120].
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El NO que aumenta de forma marcada en presencia de ADN bacteriano
produciria un aumento en la vasodilatacion arterial esplacnica que resulta en la
activacion del eje renina-aldosterona afectando por ultimo, a la funcién renal
[48]. Zapater et al ha comprobado que la presencia de ADNbact en pacientes
con cirrosis avanzada es un factor predictor de mortalidad independiente [104].
Estos pacientes mueren por insuficiencia hepatica basicamente y no por
patologias infecciosas, lo cual refuerza la hipotesis de que la traslocacion

pueda ser debida tanto a bacterias viables como no viables.

Por todo ello, es de especial relevancia conocer qué factores son los
principales implicados en la activacion y mantenimiento de la respuesta
inmune-inflamatoria a la presencia de ADN bacteriano en pacientes con cirrosis
y ascitis con la finalidad de encontrar mecanismos diana mediante los cuales
sea posible en ultimo término, modificar el prondstico negativo y mejorar la

supervivencia en estos pacientes.
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HIPOTESIS

La respuesta inflamatoria que se produce en los pacientes con cirrosis en
presencia de TB molecular (ADN bacteriano) es variable. Esta variabilidad

podria deberse tanto a causas dependientes del huésped como del antigeno
(AQ).

OBJETIVOS

El objetivo de esta investigacion es evaluar los factores que pueden influir en la
intensidad y variabilidad de la respuesta inmune inflamatoria en pacientes con
cirrosis y ascitis con presencia de TB (ADNbact) en funcion de las

caracteristicas clinicas del huésped y del Ag.

Este objetivo se realiza mediante el estudio de la relacion de la TB, el estado
inflamatorio que caracteriza a pacientes con cirrosis descompensada y de
todos los factores que pudieran estar contribuyendo al mantenimiento de la

misma. Esto se realiza a través del estudio de:

a. Las caracteristicas clinicas de los pacientes

La hipotética presencia de traslocacibn de mas de una especie
bacteriana

Los niveles séricos de ADNbact

Los niveles de lipopolisacéarido (LPS)

Los niveles de las citoquinas inflamatorias TNF-a, INF- y e IL-12

- 0o o O

Los niveles de NO
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SELECCION DE PACIENTES

Estudio prospectivo de pacientes con cirrosis y ascitis no infectada, con
presencia de fragmentos de ADNbact en sangre y LA, que ingresaron en el
Hospital General Universitario de Alicante y en el Klinikum Nordstadt de
Hannover durante el periodo comprendido entre enero 2008 a diciembre 2009.
Un total de 77 pacientes con cirrosis y ascitis procedentes de ambos

hospitales fueron incluidos en el estudio.

CRITERIOS de INCLUSION:

+ Pacientes con presencia de cirrosis y ascitis. La cirrosis fue

diagnosticada mediante histologia o por hallazgos clinicos, de laboratorio
y / 0 ecogréficos compatibles.

CRITERIOS de EXCLUSION:

+ Presencia de un cultivo positivo en LA o en sangre.

+ Presencia en LA de >250 neutrdfilos.

+ Pacientes con antecedentes de hemorragia gastrointestinal alta en las
dltimas 2 semanas.

+ Ingesta de antibioticos en las Ultimas 2 semanas incluyendo norfloxacino
para la profilaxis secundaria de la peritonitis bacteriana.

+ Carcinoma hepatocelular (1 nédulo mayor de 5 cm de didmetro, o tres o
mas ndédulos de 3 cm de diametro cada uno).

+ Trombosis portal.

+ Trasplante hepatico previo.

+ Derivacion o shunt transyugular intrahepatico portosistémico (TIPS)
previo.

+ Hepatitis alcohdlica.

e

Edad mayor de 80 afios o0 menor de 18 afios.

+ Rechazo del paciente a participar en el estudio.
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PROCEDIMIENTO Y VARIABLES

Esta investigacion ha sido realizada en las Unidades Hepaticas del Hospital
General Universitario de Alicante y el Hospital Klinikum Nordstadt Hannover.
Los Comites Eticos de ambos hospitales participantes aprobaron el protocolo
del estudio, y todos los pacientes dieron su consentimiento informado para su
participacion en el mismo, siguiendo los principios contenidos en la Declaracién

de Helsinki (DH; www.wma.net/s/helsinki.html) y sucesivas actualizaciones.

Las muestras de sangre y liquido ascitico se obtuvieron en el momento del
ingreso del paciente y al mismo tiempo. Todas las determinaciones se
realizaron en condiciones de asepsia y esterilidad en cabina de flujo laminar y
las paracentesis en condiciones asépticas segun los procedimientos habituales
[92]

Se obtuvo muestras de sangre para estudios hematoldgicos (recuento de

leucocitos y PMN), bioguimico (urea, creatinina, sodio, potasio, AST, ALT,

proteinas totales, bilirrubina) y coagulacién de rutina.

Se obtuvo muestras de LA cuando era necesario la extraccion de un gran
volumen de LA mediante paracentesis evacuadora como parte del tratamiento
del paciente. En caso de que fuera necesario practicar una nueva paracentesis
diagnoéstica o0 evacuadora se recogidé una muestra para su estudio. Las
muestras recogidas se utilizaron para el estudio bioquimico de rutina (proteinas

totales, albumina, leucocitos y contaje de PMN).

Por otra parte, muestras de ambos fluidos fueron recogidas e inoculadas en

botes de cultivo en medios aerobios y anaerobios (10 ml cada uno) [124] y en

tubos rubber-sealed pyrogen-free (5ml cada uno) (Endo Tube ®; Chromogeix
AB, Vienna, Austria).
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Por ultimo, se inoculé muestras de sangre y LA en condiciones asépticas, en
tubos estériles Vacutainer SST Il (BD Diagnostics, Belgium) y sellados. Se
centrifugaron a 2300g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez
centrifugados, se conservaron a -20°C y nunca fueron expuestas al aire libre.
En todas las muestras de LA y sangre del estudio se investigo la presencia de
fragmentos gendmicos bacterianos, y la determinacion de los niveles de TNF-a,

INF-y, IL-12 y metabolitos de NO.

Por tanto, las variables clinicas y analiticas recogidas para todos los pacientes

fueron:

VARIABLES CLINICAS:

+ Las caracteristicas clinicas de los pacientes: edad, sexo, etiologia de la
cirrosis, clasificacion y puntuacion media de Child-Pugh, antecedentes
de ascitis, encefalopatia y sangrado previos, tension arterial media,

frecuencia cardiaca y temperatura.

VARIABLES ANALITICAS:

+ Sangre: leucocitos, porcentaje de neutréfilos, urea, creatinina, sodio,
potasio, AST, ALT, proteinas totales, albumina, gammaglobulina,

bilirrubina total, indice de Quick

+ LA: proteinas totales, albumina, leucocitos, porcentaje de PMNs
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DETECCION E IDENTIFICACION DE ADN BACTERIANO

Para detectar e identificar la presencia de los fragmentos de ADNbact en
sangre y LA, se utilizo la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) seguido
en su caso de secuenciacién automatica de nucleotidos segun la metodologia

descrita previamente en Such et al [44].

Resumiendo este proceso, primero se aislé el ADN mediante el Mini Kit QIAmp
(QlAgen, Hilden, Alemania) y posteriormente se realiz6 una amplificacion de
amplio espectro de una regién conservada del gen 16SrRNA de procariotas.
Para ello se utilizaron los siguientes primers:

e 5-TTCCGGTTCATCCTGCCGGA-3" como forward

e 5 -GGTTACCTTGTTACGACTT-3" como reverso

Los amplicones obtenidos fueron cargados en DNA Lab-on-Chips® (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) y analizados en un Bioanalizador Agilent
2100 (Agilent Technologies).

Los amplicones fueron purificados mediante un kit de purificacion QIAquick
(QlAgen, Hilden, Alemania) y usados para las reacciones de secuenciacion
parcial de nucleétidos con un Big Dye Terminator version 3.1 Cycle Sequencing
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). EI mismo oligonucleétido
utilizado para revertir la amplificacion de PCR se utilizO como secuencia de
primers. El producto final fue purificado por precipitacion con etanol y acetato y
analizados en un secuenciador automatizado ABI Prism 310 (Applied

Biosystems).

Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI; www.ncbi.nih.gov) utilizando la

herramienta de blusqueda avanzada BLAST.
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CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE
LIPOPOLISACARIDO EN SANGRE Y LIiQUIDO
ASCITICO

El test cuantitativo cromogénico cuantitativo Limulus amebocyte lisate (LAL)
(BioWhittaker, Nottingham, Reino Unido) se utilizé para evaluar los niveles de
LPS en las muestras de sangre y LA, tal como se ha descrito previamente
[117]. Las muestras y los reactivos fueron manejados en una camara de flujo

de aire y procesados con materiales libres de pir6genos.

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y leidas a 405 nm en un

lector de microplacas Thermomax (molecular Devices, Sunnyvale, CA, EEUU).

CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE CITOCINAS
(TNF-a, IFN-y e IL-12) EN SANGRE Y LIiQUIDO
ASCITICO

La medicion cuantitativa de los niveles basales de TNF-qa, IFN-y and IL-12 de
las muestras de sangre y LA, se llevo a cabo mediante ensayos ELISA (Ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas) segun las instrucciones del fabricante

(Human Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, EEUU).

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y leidas a 490 nm en un
lector de microplacas Thermomax (molecular Devices, Sunnyvale, CA, EEUU).
El limite inferiror de deteccion de citoquinas de todos los ensayos fueron entre
5-10 pg/ml. En todos los casos se generaron curvas estandar para cada placa,
y se resto el valor de la densidad 6ptica del banco a las densidades 6pticas de

cada muestra.
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NIVELES DE LOS METABOLITOS DEL OXIDO NITRICO
EN SUERO Yy LIQUIDO ASCITICO

La naturaleza transitoria del 6xido nitrico (NO), hace que éste sea inadecuado
para la mayoria de los métodos de deteccion del mismo. Sin embargo, ya que
la mayoria del NO se oxida a los metabolitos nitrato (NO3), y nitrito (NOy), la
suma de las concentraciones de estos productos del NO (NOx) [125] se han
utilizado ampliamente como medida cuantitativa de la produccion de NO [126].

Por lo tanto, el indice de generacion del 6xido nitrico, expresado como el nivel
de NOx detectado en las muestras del suero, se calculd utilizando el kit de
ensayo ELISA (R&D Systems, Minneapolis, EEUU) basado en la reaccion de
Griess, midiendo de esta forma la conversion del NO3 a NO, por la enzima
nitrato reductasa, que absorbe la luz visible a 540 nm. Todas las muestras

fueron evaluadas por triplicado.

Se generaron curvas de concentracion para cada placa, y el valor promedio de
densidad Optica del valor O de la curva estandar se rest6 al valor de densidad
de cada uno delos controles y las muestras evaluadas para obtener la
concentracion de NOx corregido.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como medias + desviacion estdndar (SD) para las
variables continuas o cuantitativas y como frecuencia o porcentajes para las

variables categoricas o cualitativas.

Las diferencias estadisticas entre medias fueron analizadas mediante el test
de Andlisis de la varianza o prueba de ANOVA, con la correccion de Bonferroni

para el ajuste en caso de comparaciones multiples.

La correlacion entre variables cuantitativas se analiz6 mediante el test de

Pearson.

Se realiz6 un analisis de regresion multiple para evaluar el efecto de las
variables independientes (grupo de estudio, el tiempo de recogida de muestras
y cantidad de ADN bacteriano en suero) sobre las concentraciones de TNF-a,

IFN-y, IL-12 y 6xido nitrico.

Se empled un analisis de covarianza (ANCOVA) para explicar la variabilidad de
los datos de TNF-a, IFN-y, IL-12 y O0xido nitrico incorporando aquellas variables
independientes que hayan resultado significativas en los andlisis previos

univariado.

Todos los valores de p fueron a 2-colas. En todos los casos, se consider6
significacién estadistica cuando los valores de p eran menores de 0,05
(p<0,05). Todos los calculos fueron realizados utilizando el software SPSS 12.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, EEUU).
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CARACTERISTICAS CLINICAS Y ANALITICAS DE LOS
PACIENTES

Se incluyo en el estudio a 77 pacientes con cirrosis y ascitis que cumplian los
criterios de inclusién y ninguno de exclusién. La tabla 2 muestra las

caracteristicas clinicas basicas de los pacientes en la inclusion del estudio.

Tabla 2: Caracteristicas clinicas de los pacientes en el momento de su admision en el

estudio.

VARIABLES CLINICAS DATOS

EDAD (afios)

SEXO (M/F) (%)

ETIOLOGIA de la CIRROSIS (%)
- Alcohol

- VHC

- Alcohol + VHC

- Otros

Puntuacién CHILD-PUGH (rango)

Categoria CHILD-PUGH (%)

-A

-B

-C

Episodios de ascitis previa (s/n) (%)
Episodios de encefalopatia previa (s/n) (%)
Episodios de sangrado (HDA) previo (s/n) (%)
TA media a la inclusién (rango)

FC (rango)

Temperatura

64+ 11
34 /43 (44%/56%)

30 (39%)

24 (31%)

16 (21%)
7 (9%)

9 (7-13)

0 (0%)
42 [55,5%)

35 (45,5%)
31/46 (40% / 60%)
9177 (12% I 88%)
9177 (12% I 88%)
80 (60-102)

74 (60-105)
36,4 + 0,65

VHC: virus Hepatitis C; HDA: hemorragia intestinal alta. TA: tensién arterial.

FC: frecuencia cardiaca.
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Se trata de pacientes con una edad media de 64 + 11 afios. Se observé una
mayor prevalencia del sexo femenino (56%). La etiologia de la cirrosis fue
principalmente alcohdlica (39%), virica (31%) o mixta (21%). Todos los
pacientes incluidos en el estudio pertenecian a las categorias B o C de Child-
Pugh. Un pequefio grupo habia presentado previamente complicaciones graves
de la cirrosis como ascitis (40%), encefalopatia (20%) y/o sangrado previo
(20%). Ninguno habia presentado episodios previos de sindrome hepatorrenal.
Ademas, todos los pacientes se encontraban hemodinamicamente estable en

el momento de su inclusién.

Tabla 3: Caracteristicas analiticas de los pacientes en suero en el momento de su

admision en el estudio.

ANALITICA EN SUERO DATOS

Na (mEq/l) 134,4+ 4,6
K (mEqg/l) 4,3 +0,5
Urea 44,7 + 25,6
Creatinina (mg/dl) 1,0+0,6
Proteinas Totales (g/dl) 51+1,3
AlbUimina (g/dl) 2,7x0,6
Gamma Globulina (g/dl) 2,1+0,7
Bilirrubina (mg/dl) 3,3+£3,6
ALT (UI/l) 33,5+ 21,3
AST(UI/N) 54,2 + 24,5
Leucocitos en Sangre (mm®) 4384 + 2814
PMN (mm?) 45 + 26
Plaquetas (mm?®) 116 + 50
Indice QUICK (%) 60 + 15.8

Na: Sodio. K: Potasio. AST: Aspartato-aminotransferasa. ALT: Alanina-aminotransferasa.

PMN: leucocitos polimorfonucleares.
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Las tablas 3 y 4 muestran las caracteristicas analiticas basicas en suero y LA
de los pacientes incluidos en el estudio. La mayoria de los pacientes tenian una
funcién renal y valores de iones en el rango de la normalidad y sin signos de

hepatopatia aguda.

Tabla 4: Caracteristicas analiticas de los pacientes en LA en el momento de su admisién

en el estudio.

ANALITICA EN LA DATOS

Proteinas Totales en LA (g/dl) 1,5+0,8
AlbUumina LA (g/dl) 0,7+0,4
Leucocitos en LA (mm®) 161 + 178
PMN en LA (mm®) 40 + 61

Proteinas en LA (g/dl) 185 0 7

LA: liquido ascitico. PMN: leucocitos polimorfonucleares.
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FRAGMENTOS DE ADN BACTERIANO

Se demostré de forma cualitativa la presencia de ADNbact en todas las
muestras de sangre y LA obtenidas. En todos los casos la similitud entre la
secuencia de nucleétidos en los fragmentos de ADNbact detectados en sangre
y LA en cada paciente fue superior al 99,9%, demostrando de esta forma la

deteccion de la misma bacteria en todas las muestras en cada paciente.

Las tablas 5 y 6 muestran los resultados de la deteccion, amplificacion e
identificacion de las especies origen de los fragmentos gendmicos detectados
en las muestras.

El microorganismo mas frecuentemente aislado en las muestras mediante la
secuenciacion automatica de nucledtidos fue E. coli (64%), el resto de
microorganismos aislados por orden de frecuencia fueron: S. aureus (17%),
Klebsiella (13%) y Enterococcus (6%). Se aprecia un predominio del grupo de
BGN (77%) frente a CGP (23%).

Tabla 5. Deteccién e identificacién de ADNbact.

SECUENCIA ADN-bact N= 77
Escherichia coli 49
Klebsiella 10
Enterococcus 5
Stafilococcus aureus 13

N: nimero pacientes
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Del mismo modo, se cuantific6 el ADNbact obtenido. Los fragmentos de
ADNbact circulante se presentaron en mayor cantidad con las bacterias
aisladas E. coli (46 ng/pl) y Klebsiella (47 ng/pl) y en menor cantidad cuando la
bacteria era Enterococcus (37 ng/ul) o S. aureus (35 ng/ul), siendo la diferencia
entre la cantidad de ADNbact de E.coli y S. aureus estadisticamente
significativa (una cantidad media de ADN inferior en 11 ng/ul en el caso de

Staphilococcus aureus; p<0,05).

Tabla 6. Amplificaciéon de ADNbact.

ADN AMPLIFICADO 43,5+ 13,1 CANTIDAD (Media = Ds) (ng/ul)
Escherichia coli 458 + 12,3
Klebsiella 46,7 + 13,2
Enterococcus 37,4+11,6
Staphylococcus aureus 34,7+ 13,6

Ds: desviacion estandar.

* p<0,05 comparado con E. coli
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LIPOPOLISACARIDO

Se cuantifico los niveles de LPS en todas las muestras de sangre obtenidas a
lo largo de la investigacion obteniéndose una cantidad media de 0,48 + 0,21

ul/ml.

En las muestras en las que se detect6 ADNbact de E. Coli o Klebsiella (0,58
ul/mly 0,57 pl/ml respectivamente), se detectaron niveles de LPS mayores que
en los casos de Enterococcus (0,20) y S. aureus (0,17) tal y como se muestra
en latabla 7.

Estas diferencias fueron significativamente mayores en E. coli y Klebsiella que
en los casos de Enterococcus y S. aureus.

Tabla 7: Niveles de LPS tras la deteccion, identificacion y amplificacion del ADNbact.

NIVELES de LPS

ADNbact IDENTIFICADO (Media £ Ds) (ul/ml)
0,48+ 0,21
Escherichia coli 0,58 + 0,13
Klebsiella 0,57+ 0,18
Enterococcus 0,20 £ 0,07 *#
Staphylococcus aureus 0,17 £ 0,72*#

*p <0,05 comparado con E. coli.

# p<0,05 comparado con Klebsiella
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ESTUDIO DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA
(TNF-a) EN SUERO Y LIiQUIDO ASCITICO

4.1 NIVELES DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA EN
SUERO Y LIQUIDO ASCITICO

Se cuantificé el TNF-a existente en la muestra basal de cada paciente. Los
niveles medios de TNF-a en suero fueron 401,0 £ 105,0 pg/ml y en LA fueron
479,3 + 121,4 pg/ml. Se aprecio una correlacion directa significativa entre los
niveles de TNF-a en suero y en LA (r: 0,62; p=0,001) (Figura 2), indicativa de
un paralelismo en la respuesta inflamatoria que acontece a nivel sistémico y en

el liquido ascitico.

Figura 2. Relacidn entre los niveles de TNF-a en suero y LA.
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4.2 RELACION ENTRE EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
ALFA Y LA CONCENTRACION DE ADN BACTERIANO EN
SUERO Y LIQUIDO ASCITICO

En el apartado anterior hemos observado la correlacion existente entre los
niveles de TNF-a en suero y LA, es decir, que su liberacion se produce de
forma proporcional en ambos medios tras un estimulo determinado. El paso
siguiente es observar si esta respuesta depende de la cantidad de ADNbact,

posible estimulo, presente en cada uno de los medios estudiados.
4.2.1. Relacion entre los niveles de TNF-a y ADNbact en suero

Se observé una correlacion estadisticamente significativa (r= 0,87 con
p=0,001) entre las concentraciones en sangre de TNF-a y ADNbact, como

puede apreciarse en la figura siguiente (Figura 3):

Figura 3. Relacién entre las concentraciones séricas de TNF-a y ADNbact.
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4.2.2. Relacion entre los niveles de TNF-a y ADNbact en LA

Del mismo modo, se estudié la asociacion de los niveles de TNF-a en LA con
respecto a la cantidad de ADNbact presente en el LA y se observo de nuevo
una relacion estadisticamente significativa (r= 0,49; p=0,001) aunque menor

que la observada en suero, como puede apreciarse en la figura siguiente

(Figura 4):

Figura 4. Relacion entre los niveles en LA de TNF-a y ADNbact.
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4.3 RELACION ENTRE FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
ALFA Y LIPOPOLISACARIDO EN SUERO

Dado que el LPS es un componente antigénico que forma parte de la pared
celular de la bacteria, sobre todo en bacterias gram-negativas, su deteccion
tanto en suero como en LA podria ser un marcador indirecto de la presencia de
las bacterias en estos medios, se estudid si existia una asociacion con la

liberacion de TNF-a.

Se observd también una correlacidon significativa entre los niveles séricos de
TNF-a y LPS (p=0,016) (Figura 5), aunque el coeficiente de correlacién
(r=0,28) fue muy inferior respecto al observado en la correlacion de los niveles
séricos de TNF-a y ADNbact (r= 0,87).

Figura 5. Relacidn entre los niveles de TNF-a y LPS en suero.
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4.4. DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE
TNF ALFA EN FUNCION DE LA ESPECIE BACTERIANA
IDENTIFICADA

Hasta aqui hemos observado una correlacion entre los niveles de TNF-q, la
presencia de ADNbact y de LPS.

Resultados de un estudio previo de Francés et al [117] mostraron que el tipo y
cantidad de citoquinas que se producen en pacientes cirréticos en respuesta a
los fendbnemos de traslocacion de ADNbact se relacionan de forma directa con
el contenido de CpG del ADNbact que difiere entre las distintas especies
bacterianas. El hecho que de distintas especies bacterianas puedan tener una
respuesta inmune distinta, conlleva al hecho de pensar en que si esta
correlacion entre los niveles de TNF-a y la presencia de ADNbact y de LPS
depende de las diferentes bacterias presentes en los fluidos biolégicos o si la

respuesta es similar entre los diferentes tipos de bacterias.

4.4.1. Relacion entre los niveles de TNF-a en suero y la especie

bacteriana

Se aprecié una produccion media de TNF-a mayor en presencia de ADNbact
de especies pertenecientes al grupo de gram-negativos (E. coli y Klebsiella),
aunque esta diferencia no llegd a alcanzar significacion estadistica ni en global
(ANOVA; p=0,079) ni entre cada una de las especies.

Esto puede explicarse, al menos parcialmente, por una pérdida de potencia del

analisis por el menor tamafio muestral al analizar subgrupos.

A continuacion se representan de forma gréfica (Figura 6) y numérica (Tabla 8)
los valores medios y desviacion estandar de TNF-a sérica para cada una de las

especies bacterianas.
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Figura 6. Relacién entre los niveles de TNF-a y especie bacteriana en suero.
Representacién grafica de la relacion de los niveles de TNF-a sérica para cada una de las

especies bacterianas.
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Tabla 8. Relacion entre los niveles de TNF-a y especie bacteriana en suero. Valores

medios y desviacion estandar de TNF-a sérica para cada una de las especies bacterianas.

IDENTIFICACION N Media Desviacion
BACTERIANA tipica
Escherichia coli 48 416,74 107,06
Enterococcus 5 336,74 68,15
Klebsiella 10 425,97 111,83
Staphylococcus aureus 13 349,15 82,50
Total 76 401,13 104,90

(*) p > 0,05. No estadisticamente significativo
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4.4.2. Relacion entre los niveles de TNF-a en LA y especie

bacteriana

Se estudid igualmente la relacion entre la especie bacteriana y los niveles de
TNF-a en LA. En este caso el andlisis ANOVA si mostro diferencias
estadisticamente significativas (p=0,006) en los niveles de TNF-a en LA entre
las distintas especies bacterianas. Concretamente, existia una diferencia
significativa entre los niveles séricos de TNF-a en presencia de ADNbact de

Klebsiella comparados con Staphylococcus aureus (p= 0,032).

En la siguiente figura (Figura 7) se representan los valores medios y
desviacién estandar de TNF-a en LA para cada una de las especies

bacterianas, con sus correspondientes valores numéricos (Tabla 9).

Figura 7. Relacién entre los niveles de TNF-a en LA y especie bacteriana. Representacion
gréfica de la relacion de los niveles de de TNF-a en LA para cada una de las especies

bacterianas.
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Tabla 9. Relacidn entre los niveles de TNF-a en LA y especie bacteriana. Valores medios y

desviacion estdndar de TNF-a en LA para cada una de las especies bacterianas.

IDENTIFICACION N Media Desviacion
BACTERIANA tipica

Escherichia coli 49 496,17 127,47
Enterococcus 5 382,56 84,67
Klebsiella 10 542,18 66,50
Staphylococcus aureus 13 404,75 90,70
Total 77 479,33 121,38

(*) p > 0,05. No estadisticamente significativo
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4.5 DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS Y EN
EL LIQUIDO ASCITICO DE TNF ALFA EN FUNCION DE LA
TINCION DE GRAM

4.5.1. Relacién entre los niveles de TNF-a en suero y tipo de

Gram

En la representacion siguiente (Figura 8 y Tabla 10), se muestra la relacion
entre las concentraciones de TNF-a en suero y el tipo de bacteria detectada en
funcion de la tincion de Gram (positiva 0 negativa). En presencia de ADNbact
de especies bacterianas gam-negativas se detecté una mayor cantidad de
TNF-a 418,3 pg/ml (80%) frente a la observada ante gram-positivas 345,7

pg/ml (20%). Esas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,009).

Figura 8 y Tabla 10. Relacion entre los niveles de TNF-a en suero y el tipo de Gram.

Representacion grafica y numérica de TNF-a en suero para Gram positivos y negativos.

(*) p <0,05
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50

TNF-a

Gram negativo Gram positivo

GRAM N Media (pg/ml) Desviacion tipica
Negativo 58 418,33* 106,95*
Positivo 18 345,70 77,01

(*) p < 0,05. Estadisticamente significativo
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4.5.2. Relacién entre los niveles de TNF-a en LA y tincién de

Gram

En la tabla y figura siguientes (Figura 9, Tabla 11), se muestra la relacion entre
las concentraciones de TNF-a en suero y el tipo de bacteria detectada en

funcion de la tincion de Gram (positiva o negativa).

Existe una mayor respuesta de TNF-a en LA presencia de BGN en
comparacion con CGP, como ocurria en el suero. En el analisis se detecté una
mayor cantidad de TNF-a en BGN (503,9 pg/ml) frente a CGP (398,58 pg/ml) y
esta diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,001).

Figura 9 y Tabla 11. Relacion entre los niveles de TNF- o en LA y el tipo de de Gram.

Representacion grafica y numérica de TNF-a en LA para Gram positivos y negativos.

.
500
400
300

200

TNF-a LA

100

Gram negativo Gram positivo

GRAM N Media (pg/ml) Desviacion tipica
Negativo 59 503,97* 120,16*
Positivo 18 398,58 87,17

(*) p < 0,05 Estadisticamente significativo
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4.6 RELACION ENTRE EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
ALFA Y OTRAS VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS

Se analizé también si los niveles de TNF-a podrian variar en funcién de las

caracteristicas clinicas y/o analiticas de los pacientes.

En cuanto a las caracteristicas clinicas, no se observd una relacion
estadisticamente significativa entre los niveles de TNF-a y la edad, Child-Pugh
o los parametros que relacionados con la estabilidad hemodinamica (Tension

arterial, frecuencia cardiaca o temperatura) de los pacientes (tabla 12).

Tabla 12. Correlacion entre el TNF-a y los parametros clinicos de los pacientes.

Edad -0,08 0,48
Puntuacién CHILD-PUGH 0,05 0,67
TA media -0,15 0,28
FC (rango) 0,005 0,98
Temperatura -0.08 0,56

TA: tensién arterial. FC: frecuencia cardiaca

p<0,05. No correlacién estadisticamente significativa

Ademas de las caracteristicas clinicas que presentan estos pacientes, existen
una serie de paradmetros analiticos (iones, creatinina, transaminasas proteinas
incluida la albumina o leucocitos) cuyos valores podrian influir en la activaciéon
del TNF-q, es por ello que también se estudid la existencia de correlacion entre
estos parametros analiticos en suero y el TNF-a tanto su presencia en suero

como en LA.
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El estudio mostr6 una correlacion estadisticamente significativa entre los
niveles de TNF-a y la cantidad de Leucocitos en suero (r = -0,27; p= 0,024) y
de PMN en LA (r = -0,27; p=0,03) (tablas 13 y 14). Esta correlacién fue
negativa en ambos casos, pero en ambos casos el coeficiente de correlacion

fue pequefio indicando una correlacion débil.

Por otra parte no se observd correlacion entre el TNF-a y el resto de

parametros analiticos estudiados (tabla 13).

Tabla 13. Correlacion entre el TNF-a y los parametros analiticos en sangre.

Na en Suero (mEq/l) 0,13 0,30
K en Suero (mEq/l) 0,30 0,05
Urea 0,01 0,93
Creatinina (mg/dl) -0,005 0,97
AlbUmina (g/dl) -0,01 0,98
Gamma Globulina (g/dl) 0,20 0,18
Bilirrubina (mg/dl) 0,01 0,92
ALT -0,19 0,30
AST -0,24 0,18
Leucocitos en sangre (mm3) -0,27 0,02
PMN (mm?®) -0,19 0,20
Plaquetas (mm?) 0,004 0,98
Indice QUICK (%) -0,01 0,96

Na: Sodio. K: Potasio. AST: Aspartato-aminotransferasa.

ALT: Alanina-aminotransferasa. PMN: leucocitos polimorfonucleares.
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Tabla 14. Correlacion entre el TNF-a en suero y los parametros analiticos en LA.

AlbUGmina LA (g/dl) 0,23 0,86
Leucocitos en LA (mm?) -0,22 0,06
PMN en LA (mm®) -0,27 0,03
Proteinas en LA (g/dl) 0,07 0,56

LA: Liquido ascitico. PMN: leucocitos polimorfonucleares

Dado que se observlé que existia esta relacién entre la presencia del TNF-a
sérico y los leucocitos en suero y los PMN en LA, la siguiente pregunta era si
también podria existir correlacion entre los niveles de TNF-a en LA con los
pardmetros analiticos del LA, especialmente con la presencia de PMN. Sin
embargo, no se observd correlacion significativa con ninguno de ellos tal y

como muestra la siguiente tabla (tabla 15):

Tabla 15. Correlacion entre el TNF-a en LA y los parametros analiticos en LA

AlbUimina LA (g/dl) 0,07 0,59
Leucocitos en LA (mm?) 0,07 0,54
PMN en LA (mm?®) -0,50 0,20
Proteinas en LA (g/dl) 0,15 0,20

LA: Liquido ascitico. PMN: leucocitos polimorfonucleares
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Del mismo modo, se estudié la relaciébn de TNF-a en suero y las caracteristicas

demograficas y clinicas del paciente.

Sin embargo, ni el sexo, la etiologia de la cirrosis, la puntuacion Child-Pugh ni

el haber tenido complicaciones previas de la cirrosis mostré una relacién con

los niveles de TNF-a (tabla 16).

Tabla 16. Correlaciéon entre el TNF-a en suero y variables clinicas cualitativas de los

pacientes.

SEXO (M/F) 384,7 + 115,6

414,4 + 94,7

ETIOLOGIA de la CIRROSIS

- Alcohol 386,4 + 115,0
- VHC 403,5 + 92,3
- Alcohol + VHC 431,7 £ 100,3
- Otros 386,6 + 115,5

Puntuacion CHILD-PUGH

-B 406,9 + 94,6
-C 393,9 + 117,4
Ascitis previa (s/n) 419,1 £ 85,5
389,4+115,1
Encefalopatia previa (s/n) 371,5+71,3
405,1 +108,4
Sangrado (HDA) previo (s/n) 429,05 + 100,9
397,4 £ 105,6

VHC: Virus hepatitis C. HDA: hemorragia digestiva alta

0,22

0,56

0,59

0,23

0,37

0,39
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4.7 ANALISIS ANCOVA ENTRE FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL ALFA'Y LAS VARIABLES

De todas estas variables que pueden influir en los niveles de TNF-q, el
siguiente objetivo es saber cual de ellos se asocia con mas fuerza con el TNF-

a, es por ello que se utilizé el analisis ANCOVA.

4.7.1. Variabilidad del TNF-a en el suero

Se ha objetivado una relacion estadisticamente significativa entre el TNF-a en
suero Yy los siguientes pardmetros: concentracion de DNAbact en suero y LA,
concentracion de LPS, Gram, cifra de leucocitos en el suero, cifra de PMN en
LA y de leucocitos en el LA. En el analisis de ANCOVA (tabla 17) se muestra
una relacion significativa del TNF-a con ADNbact tanto en suero (p = 0,03)
como LA (p =0,002) y con el LPS (p = 0,007).

Tabla 17. Analisis ANCOVA entre el TNF-a en suero y el resto de parametros

estadisticamente significativos.

- Pardmetro Potencia
Error T Intervalo de confianza al
Parametro . t Significacion de no observada
tipico 95%
centralidad

Limite Limite
inferior superior

Interseccioén 255,601 50,607 5,051 ,000 153,954 357,247 5,051

ADN Suero 2,925 1,313 2,228 , 030 ,288 5,562 2,228 ,589
ADN LA 8,562 2,590 3,305 ,002 3,359 13,765 3,305 ,900
LPS U/mL -359,227 126,723 -2,835 ,007 -613,758 -104,696 2,835 , 7194
Leucos suero -,001 ,002 -,323 , 748 -,005 ,004 ,323 ,062
PMN LA ,035 ,167 ,209 ,835 -,301 ,371 ,209 ,055
Leucos LA -,004 ,051 -,075 ,940 -,107 ,099 ,075 ,051
Gram negativo 14,924 28,015 ,533 ,597 -41,346 71,193 ,533 ,082
Gram positivo 0 (b)

(a) Calculado con alfa =,05. (b) Parametro con el valor cero porque es redundante
Ademas, al analizar mediante el ANCOVA solo los pardmetros con una relacion
estadisticamente significativa con el TNF-a calculados anteriormente, persiste

la relacién de estas dos variables (ADNbat LA y suero y LPS) (tabla 18).

62 |




RESULTADOS / RESULTS 2014

La reaccion inflamatoria en pacientes cirréticos y traslocacion bacteriana es variable por causas
dependientes del huésped y del antigeno bacteriano

Tabla 18. Analisis ANCOVA entre el TNF-a en suero y el resto de parametros

estadisticamente significativos.

Parametro de Potencia

Intervalo de confianza al

Parametro Error tip. Significacion T no observada
centralidad
Limite Limite
-------

Interseccién 236,534 45,974 5,145 144,864 328,205 5,145
ADN LA 7,549 2,229 3,386 ,001 3,103 11,994 3,386 ,916
ADN suero 3,394 1,137 2,986 ,004 1,128 5,661 2,986 ,838
LPS U/mL -302,471 95,850 -3,158 ,002 -493,859 -111,622 3,158 ,876

(a) Calculado con alfa =,05

4.7.2. Variabilidad del TNF-a en el LA

Se ha objetivado una relacién estadisticamente significativa entre el TNF-a en
LA vy los siguientes parametros: ADNbact en suero y LA, LPS, Gram, TNF-a
aen suero y especie bacteriana. Tras realizar el analisis de ANCOVA, este

muestra una relacién significativa con el TNF-a en suero (p=0,002) (tabla 19).

Tabla 19. Andlisis ANCOVA entre el TNF-a en LA y el resto de parametros

estadisticamente significativos.

i Parametro de Potencia
R Intervalo de confianza al
Parametro Error tip. Significacion no observada
95%.
centralidad

Limite Limite
inferior superior

Interseccion 63,721 123,632 -182,982 310,425

ADN ,650 2,423 ,268 , 789 -4,185 5,485 ,268 ,058
ADN LA -2,849 4,842 -,588 ,558 -12,511 6,814 ,588 ,089
LPS U/mL 93,667 233,770 ,401 ,690 -372,814 560,148 ,401 ,068
TNF-a , 7138 ,230 3,201 ,002 ,278 1,198 3,201 ,884
Secuencia ID 16,829 13,988 1,203 ,233 -11,084 44,742 1,203 ,220
Gram negativo 100,494 52,080 1,930 ,058 -3,429 204,418 1,930 ATT
Gram positivo 0 (b)

(a) Calculado con alfa =,05

(b) Al parametro se le ha asignado el valor cero porque es redundante.
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Eliminando la relacion con TNF-a en suero, por si pudiera ser un factor de
confusion en este analisis, se obtiene que el TNF-a en LA se relaciona también
con el Gram (p=0,04) (tabla 20).

Tabla 20. Andlisis ANCOVA entre el TNF-a en LA y el resto de parametros

estadisticamente significativos.

Fuente Suma de Media Significacion Parametro Potencia

cuadrados cuadrética de no observada
tipo Il centralidad (@)

Modelo 395845,525 5 79169,105 7,693 ,000 38,465 ,999

corregido (b)

Interseccién 65089,156 1 65089156 6,325 ,014 6,325 ,698

ADN 4035,502 1 4035,502 ,392 ,5633 ,392 ,095

ADN LA 15133,624 1 15133,624 1,471 ,229 1,471 ,223

LPS U/mL 4859,469 1 4859,469 AT2 ,494 AT2 ,104

Secuencia ID 14904,263 1 14904,263 1,448 ,233 1,448 221

Gram 45258,540 1 45258,540 4,398 ,040 4,398 ,543

Error 710087,360 69 10291,121

Total 18297582,108 75

Total corregida 1105932,886 74

(a) Calculado con alfa =,05
(b) R cuadrado =,358 (R cuadrado corregida = ,311)
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ESTUDIO DE INTERFERON GAMMA (INF-y) EN SUERO
Y LIQUIDO ASCITICO

5.1 NIVELES DE INTERFERON GAMMA EN SANGRE Y LiQUIDO
ASCITICO

Se cuantificé el INF-y en la muestra basal de cada paciente. Los niveles

medios de INF-y en suero fueron 360,2 + 88 pg/ml y en LA fueron 409,2 + 90,8
pg/ml.

Hubo una relacion estadisticamente significativa entre los niveles de INF-y en
sueroy en LA (r = 0,84 y p=0,001). Esta correlaciébn se muestra en la siguiente

figura (figura 10):

Figura 10. Relacion entre los niveles de INF-y en suero y LA.
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5.2 RELACION ENTRE INTERFERON GAMMA Y ADN
BACTERIANO EN SUERO Y LIQUIDO ASCITICO

En el apartado anterior hemos observado la correlacion existente entre los
niveles de INF-y en suero y LA, es decir, que su liberacién se produce de forma
proporcional en ambos medios tras un estimulo determinado. El paso siguiente
es observar si esta correlacion depende de la concentracion de ADNbact y si

se da de la misma forma en ambos medios, tanto en suero como en LA.

5.2.1. Relacion entre los niveles de INF-y en suero y ADNbact

en suero

No se observé una relacidon estadisticamente significativa (r= 0,18 con p=0,12)
entre los niveles en sangre de INF-y y la concentracion de ADNbact sérico
(figura 11).

Figura 11. Relacion entre los niveles de INF-y y ADNbact en suero.
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5.2.2. Relacién entre los niveles de INF-y y ADNbact en LA

Del mismo modo, se analizd si pudiera haber una relacion entre INF-y y las
concentraciones de ADNbact en el LA.

No se observOo una correlacion estadisticamente significativa (r= 0,19 con

p=0,09), como puede apreciarse en la figura siguiente (figura 12):

Figura 12. Relacién entre los niveles de INF-y y ADNbact en LA.
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5.3 RELACION ENTRE INTERFERON GAMMA Y
LIPOPOLISACARIDO

5.3.1. Relacién entre los niveles de INF-y y LPS en suero

No se observo una correlacion significativa entre los niveles séricos de INF-y y
LPS (p=0,46) (figura 13).

Figura 13. Relacidn entre los niveles de INF-y y LPS en suero.

700
6001 o
o o
a
5001 -] o a a
a
o a
- a o g
LII. A001 |:| a8 | o o -
= o 4
- = = a e a a a
o - ] o
o o
o MIBTSN oy
o o
] o
o o
20019 o
o
100 _ _ _ _
0,0 2 A 6 8 1,0
LPS U/mL

Correlacién de pearson: r=0,087

p=0,46, no estadisticamente significativo




RESULTADOS / RESULTS 2014

La reaccion inflamatoria en pacientes cirréticos y traslocacion bacteriana es variable por causas
dependientes del huésped y del antigeno bacteriano

5.3.2. Relacién entre los niveles de INF-y en LAy LPS en suero

Como se habia comprobado previamente, tampoco existe una correlacién
significativa entre los niveles de INF-y en LA y de LPS sérico (p=0,12), con un

coeficiente de correlacion (r= 0,18) (figura 14).

Figura 14. Relacién entre los niveles de INF-y en LA y LPS en suero.
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5.4. DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE
INTERFERON GAMMA EN FUNCION DE LA ESPECIE
BACTERIANA IDENTIFICADA

5.4.1. Relacion entre los niveles de INF-y en suero y la especie

bacteriana

En la siguiente figura y tabla (figura 15, tabla 21) se representan los valores
medios y desviacion estandar de INF-y sérica para cada una de las especies

bacterianas presentes en el medio.

En el andlisis ANOVA, no hubo diferencias significativas (p=0,106) entre los

valores de INF-y y la especie bacteriana, asi como tampoco entre especies.

Figura 15. Relacion entre los niveles de INF-y y especie bacteriana en suero.
Representacién gréfica de la relacion de los niveles de INF-y sérica para cada una de las

especies bacterianas.
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Tabla 21. Relacidon entre los niveles de INF-y y especie bacteriana en suero. Valores

medios y desviacion estandar de INF-y sérica para cada una de las especies bacterianas.

IDENTIFICACION N Media Desviacién tipica
BACTERIANA
Escherichia coli 48 356,86 87,97
Enterococcus 5 405,04 114,21
Klebsiella 10 402,84 91,84
Staphylococcus aureus 13 322,64 59,26
Total 76 360,22 88,02

(*) p > 0,05. No estadisticamente significativo

5.4.2. Relacién entre los niveles de INF-y en LAy la especie

bacteriana

Aungue no se objetivé relacion entre estos parametros en suero, estudiamos si
la especie bacteriana en si, pudiera tener relacion con los niveles de INF-y en
el LA.

Sin embargo, en el analisis ANOVA, no hubo diferencias significativas (p=0,31)

entre estos valores y tampoco entre especies.

En la siguiente figura (figura 16) y tabla (tabla 22) se representan los valores
medios y desviacién estandar de INF-y en LA para cada una de las especies

bacterianas.
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Figura 16. Relaciéon entre los niveles de

INF-y y especie bacteriana en LA.

Representacién gréafica de la relacion de los niveles de INF-y en LA para cada una de las

especies bacterianas.
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Tabla 22. Relacién entre los niveles de INF-y y especie bacteriana en LA. Valores medios y

desviacion estandar de INF-y en LA para cada una de las especies bacterianas.

IDENTIFICACION

BACTERIANA N
Escherichia coli 49
Enterococcus 5
Klebsiella 10
Staphylococcus aureus 13
Total 77

Media

412,60
418,80
438,35
370,10

409,17

Desviacion tipica
93,58
147,76
69,18
62,72

90,85

(*) p > 0,05. No estadisticamente significativo
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5.5. DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS Y
DEL LIQUIDO ASCITICO DE INTERFERON GAMMA EN
FUNCION DEL TIPO DE GRAM

5.5.1. Relacion entre los niveles de INF-y y tipo de Gram en

suero

En la siguiente figura y tabla se representan los valores medios y desviacion
estdndar de INF-y en suero para cada grupo de microorganismos,
grampositivos y gramnegativos. No detectamos diferencias significativas entre
los niveles de INF-y en relacion a los 2 grupos BGP y BGN (p= 0,42), aunque
en presencia de BGN se detect6 una mayor cantidad de INF-y 364,8 pg/ml que
ante las BGP 345,5 pg/ml. Esto se observa mas claramente en la siguiente

figuray tabla (figura 17, tabla 23).

Figura 17 y Tabla 23. Relacion entre los niveles de INF-y y tipo de gram en suero.

Representacion grafica y numérica de INF-y en suero para Gram positivos y negativos.

400
350
300
250
200

INF-y

150
100
50

Gram negativo Gram positivo

GRAM N Media (pg/ml) Desviacion tipica
Negativo 58 364,78 89,55
Positivo 18 345,53 83,60
Total 76 360,22 88,02

(*) p > 0,05 No estadisticamente significativo
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5.5.2. Relacién entre los niveles de INF-y en LA y Gram en

suero

En la siguiente figura y tabla (figura 18, tabla 24) se representan los valores
medios y desviacion estandar de INF-y en LA para cada grupo, gram positivos

y gram negativos.

Tampoco existen diferencias significativas entre los niveles de INF-y en LA en
relacion a los 2 grupos BGP y BGN (p= 0,15), aunque en presencia de BGN se
detecté una mayor cantidad de INF-y (416,96 pg/ml) que en las BGP (383,63
pg/ml).

Figura 18 y Tabla 24. Relacion entre los niveles de INF-y en LA y el tipo de gram en

suero. Representacion gréfica y numérica de INF-y en LA para Gram positivos y negativos.

450
400
350
< 300
3
> 250
Z 200
150
100
50
0
Gram negativo Gram positivo
GRAM N Media Desviacion tipica
Negativo 59 416,96 89,91
Positivo 18 383,63 91,75
Total 77 409,17 90,85

(*) p> 0,05 No estadisticamente significativo.
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5.6 RELACION ENTRE EL INTERFERON GAMMA Y OTRAS
VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS

Se analiz6 también si la presencia de INF-y podria variar segun ciertas
caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes. Las siguientes tablas

muestran el resultado de las correlaciones entre el INF-y y estos parametros.

Se observo una relacion estadisticamente significativa entre los niveles de INF-
y v los valores de TA media (r=0,31 p=0,02). Por otra parte, no se observo
relacion estadisticamente significativa entre los niveles de INF-y, la edad, Chlid-
Pugh, Temperatura o Frecuencia cardiaca (tabla 25).

Tabla 25. Correlacion entre el INF-y y los parametros clinicos de los pacientes.

Edad 0,10 0,39
Puntuacién CHILD-PUGH 0,16 0,17
TA media 0,31 0,02*
FC (rango) 0,013 0,95
Temperatura -0.93 0,51

TA tensién arterial. FC: frecuencia cardiaca

* p<0,05. Correlacion estadisticamente significativa.

Ademas de las caracteristicas clinicas que presentan estos pacientes, existen
una serie de parametros analiticos (iones, creatinina, transaminasas proteinas
incluida la albumina o leucocitos) cuyos valores podrian influir en la activacion
del INF-y, es por ello que también se estudio la existencia de correlacion entre

estos parametros analiticos en suero y el INF-y tanto en suero como en LA.
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Se observo una correlacion negativa significativa entre los niveles de INF-y y la
cantidad de leucocitos (p= 0,003) y de PMN (p=0,03) en suero. No se observo
ninguna otra relacion significativa entre el INF-y y el resto de parametros
analiticos. La siguiente tabla muestra la relacion entre los niveles de INF- vy y

los parametros analiticos en sangre (tabla 26).

Tabla 26. Correlacion entre el INF-y y los parametros analiticos en sangre.

Na en Suero (mEq/l) 0,10 0,41
K en Suero (mEq/l) 0,14 0,37
Urea 0,06 0,61
Creatinina (mg/dl) 0,005 0,97
Albumina (g/dl) -0,01 0,97
Gamma Globulina (g/dl) 0,13 0,37
Bilirrubina (mg/dl) 0,13 0,33
ALT -0,14 0,43
AST -0,12 0,51
Leucocitos en sangre (mm3) -0,34 0,003*
PMN (mm?) -0,31 0,03*
Plaquetas (mm°) 0,065 0,69
Indice QUICK (%) -0,13 0,31

Na: Sodio. K: Potasio. AST: Aspartato-aminotransferasa. ALT: Alanina-aminotransferasa.
PMN: Leucocitos polimorfonucleares.

* p<0,05. Correlacion estadisticamente significativa.
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Al encontrar la existencia de una correlacion con los PMN vy leucocitos en
suero, realizamos la misma observacion con respecto a estos parametros en el
LA. Sin embargo al realizar el analisis de correlacion de Pearson, no se

observaron correlaciones significativas (tabla 27).

Tabla 27. Correlacion entre el INF-y en suero y los parametros analiticos en LA.

Albumina en LA (g/dl) 0,07 0,59
Leucocitos en LA (mm?) 0,07 0,54
PMN en LA (mm®) -0,05 0,69
Proteinas en LA (g/dl) -0,15 0,20

LA. Liquido ascitico. PMN: Leucocitos polimorfonucleares.

p>0,05. No relacién estadisticamente significativa

Del mismo modo, no se observo correlacion entre los niveles de INF-y del LA

con ninguno de los parametros analiticos en LA (tabla 28).

Tabla 28. Correlacion entre el INF-y en LA y los parametros analiticos en LA.

AlbUimina en (g/dl) -0,09 0,48
Leucocitos en LA (mm?) 0,09 0,43
PMN en LA (mm?®) 0,13 0,29
Proteinas en LA (g/dl) -0,20 0,08

LA. Liquido ascitico. PMN: Leucocitos polimorfonucleares.

p>0,05. No relacion estadisticamente significativa
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Una vez analizados los parametros cuantitativos de estos pacientes en relacion
al INF-y, también era necesario analizar las variables clinicas cualitativas de los
mismos. De nuevo, los resultados del analisis mostraron la ausencia de
relacion significativa entre los niveles de INF-y y el sexo, la etiologia de la
cirrosis, la puntuacién Child-Pugh o el haber tenido complicaciones previas de
la cirrosis (tabla 29).

Tabla 29. Correlacion entre el INF-y y las variables clinicas cualitativas de los pacientes.

SEXO (M/F) 357,1 + 98,3 0,78

362,7 +79,8

ETIOLOGIA de la CIRROSIS

- Alcohol 346,3+82,1
- VHC 371,6 £103,4 0,62
- Alcohol + VHC 358,1 + 84,1
- Otros 3875+71,1

Puntuacion CHILD-PUGH

-B 352,9 + 89,3 0,43

-C 369,1 + 86,8

Ascitis previa (s/n) 360,9 + 89,6 359,7 + 0,95

87,9

Encefalopatia previa (s/n) 380,1 + 120,7 0,47
357,6 + 83,5

Sangrado (HDA) previo (s/n) 379,5 + 98,3 0,49
357,6 + 87,0

VHC: Virus hepatitis C. HDA: Hemorragia digestiva alta
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5.7 RELACION ENTRE EL INTERFERON GAMMA Y ANALISIS
ANCOVA

5.7.1. Variabilidad de los valores de INF-y en suero

Se ha objetivado una relacion estadisticamente significativa entre la presencia
de INF-y en suero y los siguientes parametros: INF-y en LA, TAM, Leucos en

suero y PMN en suero.

El analisis de ANCOVA muestra que el INF-y en suero sélo se relaciona de

forma significativa con el INF-y en LA (p=0,001) (tabla 30).

Tabla 30. Analisis ANCOVA entre el INF-y en suero y el resto de parametros

estadisticamente significativos.

Suma de N Parametro de Potencia
edia
Fuente cuadrados y Significacion no observada
i cuadrética i
tipo Il centralidad (@
Modelo 219136,090
: 4 54784,023 21,434 ,000 85,735 1,000
corregido (b)
Interseccion 1138,700 1 1138,700 ,446 511 ,446 ,098
TAM 1371,413 1 1371,413 ,537 AT71 ,537 , 109
Leucos Suero 12,325 1 12,325 ,005 ,945 ,005 ,051
PMNSuero 102,118 1 102,118 ,040 ,843 ,040 ,054
INF-y 190043,691 1 190043,691 74,353 ,000 74,353 1,000
Error 63899,290 25 2555,972
Total 4323492,523 30
Total
: 283035,380 29
corregida

(a) Calculado con alfa =,05
(b) R cuadrado =,774 (R cuadrado corregida = ,738)
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Como el analisis anterior s6lo mostro relacion en presencia de INF-y en LA. Se
volvi6 a comprobar si eliminando el INF-y en LA como posible factor

confusional en el analisis ANCOVA.

Sin embargo, no se observé ninguna relacion estadisticamente significativa del
INF-y en suero con el resto de parametros (tabla 31). Estos hallazgos se

observan en la siguiente tabla.

Tabla 31. Andlisis ANCOVA entre el INF-y en suero y el resto de parametros

estadisticamente significativos.

Pardmetro de Potencia
5 Error T Intervalo de
Parametro Significacion no observada
tipico confianza al 95%.
centralidad

Limite Limite
inferior superior

Intersecciéon 115,239 180,880 -256,565 487,043
TAM 3,239 2,019 1,604 121 -,911 7,389 1,604 ,339
Leucos

-,003 ,020 -,156 ,878 -,044 ,038 ,156 ,053
suero
PMN suero ,001 ,023 ,023 ,982 -,046 ,047 ,023 ,050

(a) Calculado con alfa =,05

5.7.2. Relacién entre en INF-y en LA

Ademas de la relaciéon del INF-y en LA con el serolégico, como se observa en
la Tabla 30, no se ha objetivado una relacion estadisticamente significativa

entre el INF-y en LA con el resto de los parametros analizados.
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6. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE INTERLEUCINA 12
(IL-12) EN SUERO Y LIQUIDO ASCITICO

6.1 NIVELES DE INTERLEUCINA 12 EN SANGRE Y LIQUIDO
ASCITICO

Se cuantificé la IL-12 en la muestra basal de cada paciente. Los niveles medios

de IL-12 en suero fueron 576,9 + 149 pg/ml y en LA fueron 746,9 + 175,2 pg/ml.

Hubo una relacién estadisticamente significativa entre los niveles de IL-12 en
sueroy en LA (r: 0,69 y p=0,001) (figura 19):

Figura 19. Relacién entre los niveles de IL-12 en suero y LA.
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Correlacion de Pearson: r: 0,69

p=0,001, estadisticamente significativa
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6.2 RELACION ENTRE INTERLEUCINA 12 Y ADN BACTERIANO
EN SANGRE Y LIQUIDO ASCITICO

6.2.1. Relacién entre los niveles de IL-12 en suero y ADNbact en

suero

Se observo una correlacion negativa no significativa (r= -0,21 con p=0,06) entre
los niveles en sangre de IL-12 y ADNbact, tal y como se puede apreciar en la

figura siguiente (figura 20):

Figura 20. Relacidn entre los niveles de IL-12 en suero y ADNbact en suero.
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6.2.2. Relacion entre los niveles de IL-12 en LA y ADNbact en
LA

Del mismo modo que en el apartado anterior, se estudio la asociacion de los
niveles de IL-12 en LA con las concentraciones de ADNbact en LA
observandose una correlacion negativa no significativa (r= -0,10 con p=0,39) ,

como se observa en la figura siguiente (figura 21):

Figura 21. Relacién entre los niveles de IL-12 y ADNbact en LA.
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6.3 RELACION ENTRE INTERLEUCINA 12 Y
LIPOPOLISACARIDO

6.3.1. Relacién entre los niveles de IL-12 y LPS en suero

Hemos observado que no existe relacion significativa alguna entre la IL-12 y la
cantidad de ADNbact, tanto en suero como el LA. Se analizé qué era lo que
ocurria en presencia del LPS.

A diferencia de la relacion no significativa entre los niveles de IL-12 y ADNbact,
los resultados muestran una correlacion negativa estadisticamente significativa
(p=0,04) entre los niveles de IL-12 y LPS (r=-0,24) en suero (figura 22).

Figura 22. Relacidn entre los niveles de IL-12 y LPS en suero.
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6.3.2. Relacién entre los niveles de IL-12 en LAy LPS en suero

Por el contrario, al analizar la posible relacion entre la liberacion de IL-12 en LA
y la presencia de LPS, no se aprecid una correlacion estadisticamente
significativa (p=0,503) entre los niveles de IL-12 en LA y LPS en suero (figura
23).

Figura 23. Relacion entre los niveles de IL-12 en LAy LPS en suero.
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6.4 DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS Y
DE LIQUIDO ASCITICO DE INTERLEUCINA 12 EN FUNCION DE
LA ESPECIE BACTERIANA IDENTIFICADA

6.4.1. Relacién entre los niveles de IL-12 y la especie bacteriana

en suero

Observamos que en el andlisis ANOVA hubo diferencias significativas
(p=0,001) entre los valores de IL-12 y la especie bacteriana y entre las distintas
especies bacterianas, tal como muestra la siguiente figura (figura 24) y tabla
(tabla 32), en la que se representan los valores medios y desviacién estandar

de IL-12 sérica para cada una de las especies bacterianas.

Figura 24. Relacién entre los niveles de IL-12 y especie bacteriana en suero.
Representaciéon grafica de la relacién de los niveles de IL-12 sérica para cada una de las

especies bacterianas.
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IL-12

Escherichia coli Enterococcus Klebsiella Staphylococcus
aureus

Hubo diferencias estadisticamente significativas entre especies. Destaca una
mayor concentracion de IL-12 en presencia de ADN de S. aureus que con el
resto de especies. La respuesta a E. coli fue significativamente superior que

con Klebsiella (p=0,001) y menor que con S. aureus (p= 0,015).
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Tabla 32. Relacion entre los niveles de IL-12 y especie bacteriana en suero. Valores

medios y desviacion estandar de IL-12 sérica para cada una de las especies bacterianas.

N Media Desviacion tipica
Escherichia coli 48 583,10 * 124,56
Enterococcus 5 51221 126,24
Klebsiella 10 410,05 165,39
Staphylococcus 13 707,36 + 96,93
aureus
Total 76 576,92 149,41

* p<0,05 comparado con E. coli

+ p<0,05 comprado con Staphilococcus aureus

6.4.2. Relacion entre los niveles de IL-12 en LA y la especie

bacteriana en suero

Ya que observamos una correlacion significativa entre los niveles de IL-12 en
suero con respecto a la especie bacteriana, el siguiente paso era conocer Ssi

este hecho se mantenia en el LA.

De nuevo observamos estas diferencias estadisticamente significativas (figura
25 y tabla 33) entre los valores de IL-12 en LA y la especie bacteriana (p=0,01)
y ademas entre especies. Destaca la presencia de IL-12 en LA en presencia de
S. aureus que es significativamente mayor respecto a Klebsiella (p=0,008) y
también la respuesta a E. coli fue significativamente superior comparada conla

respuesta a Klebsiella (p=0,032).
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En la siguiente figura (figura 25) y tabla (tabla 33) se representan los valores
medios y desviacion estandar de IL-12 en LA para cada una de las especies

bacterianas.

Figura 25. Relacion entre los niveles de IL-12 en LA y especie bacteriana en suero.
Representacién gréafica de la relacidon de los niveles de IL-12 en LA para cada una de las

especies bacterianas.
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Tabla 33. Relacién entre los niveles de IL-12 en LA y especie bacteriana en suero. Valores

medios y desviacion estandar de IL-12 en LA para cada una de las especies bacterianas.

N Media Desviacién tipica
Escherichia coli 49 761,49* 180,89
Enterococcus 5 695,82 113,32
Klebsiella 10 596,42 123,80
Staphylococcus 13 827,47+ 141,19
aureus
Total 77 746,93 175,22

* p<0,05 comparado con E. coli

+ p<0,05 comprado con Staphylococcus aureus
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6.5 DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS Y
DE LIQUIDO ASCITICO DE INTERLEUCINA 12 EN FUNCION
DEL TIPO DE GRAM

6.5.1 Relacion entre los niveles de IL-12 y el tipo de gram en
suero

Puesto que observamos diferencias significativas en cuanto a la respuesta de
IL-12 para cada especie bacteriana, sobre todo destaca las BGP respecto a las
BGN aunque su liberacion es significativa en ambos grupos, el siguiente paso
era observar si estas diferencias se mantenian significativas y si eran mayores
al agrupar las especies bacterianas segun el gram. En presencia de BGP se
detect6 una mayor cantidad de IL-12 (653,1 + 32 pg/ml) que en presencia de
ADN de BGN (553,3 +£19,2 pg/ml) (p= 0,012). Estas diferencias se muestran en
la siguiente figura y tabla (figura 26 y tabla 34).

Figura 26 y Tabla 34. Relacion entre los niveles de IL-12 y el tipo de gran en suero.

Representacién grafica y numérica de IL-12 en suero para Gram positivos y negativos.

660
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(*)p<0,05
« 600
-
S 580
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560
540
520
500
Gram negativo Gram positivo
GRAM N Media Desviacién tipica
Negativo 58 553,27 146,49
Positivo 18 653,15* 135,91*
Total 76 576,92 149,41

(*) p<0,05 comparado con gramnegativos
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6.5.2 Relacién entre los niveles de IL-12 en LA y el tipo de gram

en suero

También observamos si existia algun tipo de correlacion entre el IL-12 y el tipo
de gram. En la figura siguiente (figura 27) y tabla (tabla 35), se muestra la
relacion entre las concentraciones de IL-12 en LA y el tipo de BGP o BGN. En
este caso, no se objetivd diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles de IL-12 en presencia de BGP y BGN (p=0,236). Sin embargo, la
tendencia de la respuesta frente al grupo de gram-positivas fue mayor
(790,90+182,65 pg/ml en BGP y 733,51+144,13 pg/ml en BGN).

Figura 27 y Tabla 35. Relacion entre los niveles de IL-12 en LA y el tipo de gram en suero.

Representacion grafica y numérica de IL-12 en LA para Gram positivos y negativos.
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ﬁl 750
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Gram negativo Gram positivo
N Media Desviacion tipica
Negativo 59 733,51 182,65
Positivo 18 790,90 144,13
Total 77 746,93 175,22

p >0,05. No diferencias significativas
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6.6 RELACION ENTRE INTERLEUCINA 12 Y OTRAS
VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS

Se analiz6 también si los niveles de IL-12 podrian variar en funcién de las
caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes. Las siguientes tablas

muestran las correlaciones entre el IL-12 y estos parametros.

En cuanto a los parametros clinicos de los pacientes, no se observo relacion
estadisticamente significativa entre los niveles de IL-12 y la edad, Chlid-Pugh y

los parametros que midieron la estabilidad hemodindmica (tabla 36).

Tabla 36. Correlacion entre IL-12 y los pardmetros clinicos de los pacientes.

Edad -0,06 0,62
Puntuacién CHILD-PUGH 0,01 0,93
TA media -0,59 0,68
FC (rango) -0,32 0,13
Temperatura -0,18 0,19

TA: Tensién arterial. FC: Frecuencia cardiaca

p<0,05. No correlacién estadisticamente significativa

No se observé relacion alguna entre los niveles de IL-12 en suero y el resto de
pardmetros analiticos medidos tanto en suero como en LA, tal y como se

observa en las siguientes tablas (tabla 37 y tabla 38).
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Tabla 37. Correlacion entre IL-12 y los pardmetros analiticos en sangre.

Na en Suero (mEq/l)

K en Suero (mEq/l)
Urea

Creatinina (mg/dl)
Albumina (g/dl)
Gamma Globulina (g/dl)
Bilirrubina (mg/dl)

ALT

AST

Leucocitos en sangre (mm?®)
PMN (mm?)

Plaguetas (mm?®)

Indice QUICK (%)

0,13

-0,09

-0,01

-0,01

0,06

0,03

0,11

-0,05

-0,10

0,06

0,09

0,11

-0,14

0,31

0,56

0,93

0,91

0,66

0,83

0,42

0,78

0,58

0,65

0,54

0,52

0,29

Na: Sodio. K: Potasio. AST: Aspartato-aminotransferasa. ALT: Alanina-aminotransferasa.

PMN: leucocitos polimorfonucleares.

p<0,05. No correlacién estadisticamente significativa
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Tabla 38. Correlacion entre IL-12 y los parametros analiticos en LA.

Albiminaen LA (g/dl) -0,03 0,79
Leucocitos en LA (mm?) -0,03 0,79
PMN en LA (mm®) -0,09 0,49
Proteinas en LA (g/dl) -0,09 0,41

LA: Liquido ascitico. PMN: leucocitos polimorfonucleares

p<0,05. No correlacién estadisticamente significativa

Ademas, analizamos estas mismas variables con el IL-12 en el LA. No se
observd correlacion estadisticamente significativa entre IL-12 en LA y los

parametros analiticos en LA, tal como muestra la siguiente tabla (tabla 39):

Tabla 39. Correlacion entre IL-12 en LA y los parametros analiticos en LA.

Albimina en LA (g/dl) -0,16 0,21
Leucocitos en LA (mm?) 0,01 0,91
PMN en LA (mm?®) -0,09 0,49
Proteinas en LA (g/dl) -0,04 0,70

LA: Liquido ascitico. PMN: leucocitos polimorfonucleares
p<0,05. No correlacién estadisticamente significativa
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No hubo relacién entre los niveles de IL-12 y el sexo, la etiologia de la cirrosis,
la puntuacién Child-Pugh (tabla 40). Sin embargo hubo una relacién
significativa entre los niveles de IL-12 y el haber presentado episodios de

encefalopatia previa.

Tabla 40. Correlacion entre IL-12 y variables clinicas cualitativas de los pacientes.

VARIABLES X+ DS -

SEXO (M/F) 567,4 £ 153,2 0,62
584,6 + 147,7

ETIOLOGIA de la CIRROSIS

- Alcohol 590,7 + 156,6
- VHC 580,7 + 155,5 0,30
- Alcohol + VHC 519,9 + 132,4
- Otros 635,6 + 120,3

Puntuacion CHILD-PUGH

-B 573,6 £ 154,4 0,83

-C 581,1 £ 145,2

Ascitis previa (s/n) 573,6 + 154,1 579,1 + 0,88

147,1

Encefalopatia previa (s/n) 671,6 +173,1 0,04
564,2 + 142,6

Sangrado (HDA) previo (s/n) 654,4 £ 175,9 0,09
566,5 + 143,8

HC: Virus hepatitis C. HDA: hemorragia digestiva alta

p<0,05. Correlacién estadisticamente significativa
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6.7 RELACION ENTRE INTERLEUCINA 12 Y ANALISIS ANCOVA

6.7.1. Variabilidad en las concentraciones de IL-12 en suero

Se ha objetivado una relacion estadisticamente significativa entre la 1L12 en
suero y los siguientes parametros: IL-12 LA, ADN LA, LPS, especie bacteriana,
gram y encefalopatia previa. Tras realizar el analisis de ANCOVA, se muestra
una correlacion estadisticamente significativa con los niveles de IL-12 en LA
(p=0.001). Ademas, al eliminar esta relaciéon en el analisis ANCOVA, no se

aprecia ninguna otra relaciéon estadisticamente significativa (tabla 41).

Tabla 41. Anélisis ANCOVA entre IL-12 y las variables estadisticamente significativas.

. Parametro Potencia
. o Intervalo de confianza
PRI Error tip. Significacién de no observada
al 95%.
centralidad

Limite Limite
inferior superior

Interseccion 307,997 114,748 2,684 78,958 537,035 2,684
IL-12 LA ,547 ,076 7,202 ,000 ,395 ,699 7,202 1,000
ADN LA -,938 1,998 -,469 ,640 -4,927 3,051 ,469 ,075
LPS U/mL -31,701 138,269 -,229 ,819 -307,687 244,286 ,229 ,056
Secuencia ID -10,495 16,067 -,653 ,516 -42,565 21,575 ,653 ,099
Gram negativo -80,630 91,063 -,885 ,379 -262,392 101,131 ,885 ,141
Grampositivo 0 (b)
No Encefalopatia
. -47,352 69,896 -,677 ,500 -186,865 92,160 677 ,102
previa
Encefalopatia
. 0 (b)
previa
Gram negativo
. ) 29,321 84,057 ,349 ,728 -138,459 197,100 ,349 ,064
sin encefalopatia
Gram negativo
g ’ y 0 (b)
encefalopatia
Gram positivo
: . 0 (b)
sin encefalopatia
Gram positivo
p y 0 (b)

encefalopatia

(a) Calculado con alfa =,05

(b) Al parametro se le ha asignado el valor cero porque es redundante.
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Al eliminar IL-12 en LA al realizar el analisis mediante ANCOVA no se observa
relacion con el resto de parametros (tabla 42).

Tabla 42. Andlisis ANCOVA entre IL-12 y las variables estadisticamente significativas

tras la retirada de la IL-12 en LA.

Suma de - Parametro Potencia
edia
Fuente cuadrados ) Significacion de no observada
) cuadratica )
tipo Il centralidad (@
Modelo 191701,725
. 4 47925,431 2,264 ,071 9,057 ,633
corregido (b)
. 79,26
Interseccion 1677815,738 1 1677815,738 5 ,000 79,266 1,000
DNA LA 8536,328 1 8536,328  ,403 ,527 ,403 ,096
LPS U/mL 2157,905 1 2157,905 ,102 ,750 ,102 ,061
Secuencia ID 41544727 1 41544,727 1,963 ,166 1,963 ,282
GRAM 80820,777 1 80820,777 3,818 ,055 3,818 ,487
Error 1481678,647 70 21166,838
Total 26600802,243 75
Total
. 1673380,372 74
corregida

(a) Calculado con alfa =,05
(b) R cuadrado =,115 (R cuadrado corregida = ,064)

6.7.2. Relacion entre IL-12 en LA

Se ha objetivado una relacion estadisticamente significativa entre IL-12 en LAy
los siguientes parametros: IL-12 sérico y la secuencia bacteriana. Tras realizar
el andlisis de ANCOVA (tablas 43 y 44), este muestra que existe relacién
estadisticamente significativa con los niveles de IL-12 en suero (p=0.001). No

existe relacién significativa con cada secuencia bacteriana de forma individual.
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Tabla 43. Analisis ANCOVA entre IL-12 en LA y las variables estadisticamente

significativas.

) Parametro Potencia
§ R Intervalo de confianza
Parametro Error tip. Significacién de no observada
al 95%.
centralidad

Limite Limite
inferior superior

Interseccion 241,785 92,723 2,608 56,900 426,670 2,608

IL-12 suero ,828 121 6,853 ,000 ,587 1,069 6,853 1,000
E. coli 34,328 43,234 ,794 ,430 -51,879 120,535 794 ,123
Enterococo 29,929 72,198 ,415 ,680 -114,030 173,888 ,415 ,069
Klebsiella 15,113 65,310 ,231 ,818 -115,112 145,337 ,231 ,056
S. aureus 0 (b)

Variable dependiente: IL-12 en LA
(a) Calculado con alfa =,05

(b) Al parametro se le ha asignado el valor cero porque es redundante.

Tabla 44. Analisis ANCOVA entre IL-12 en LA y las variables estadisticamente

significativas.

Suma de T Parametro Potencia
Fuente cuadrados - Significacion de no observada
tipo Il cuadratica centralidad (@)

Modelo 1120329,899 4  280082,475 16,656 ,000 66,624 1,000
corregido (b)
Interseccién 235617,863 1 235617,863 14,012 ,000 14,012 ,958
IL-12 suero 789743,711 1 789743,711 46,965 ,000 46,965 1,000
Secuencia ID 13004,350 3 4334,783 ,258 ,856 773 ,097
Error 1193910,695 71 16815,644
Total 44509104,590 76
Total corregida 2314240,594 75

(a) Calculado con alfa =,05
(b) R cuadrado =,484 (R cuadrado corregida = ,455)
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Al eliminar la relacion estadisticamente significativa que se muestra entre |L-12
en LA e IL-12 sérico en el analisis ANCOVA. Se confirma la no exixtencia de

relacion estadisticamente significativa con el resto de parametros (tabla 45).

Tabla 45. Andlisis ANCOVA entre IL-12 en LA y las variables estadisticamente

significativas.

) Pardmetro Potencia

N Intervalo de confianza

Pardmetro Error tip. Significacién de no observada
al 95%.
centralidad
Limite Limite

inferior superior
Interseccién 749,026 36,917 20,289 675,484 822,569 20,289 1,000
Secuencia ID -1,144 16,910 -,068 ,946 -34,830 32,542 ,068 ,051

Variable dependiente: IL_12 LA

(a) Calculado con alfa =,05
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ESTUDIO DE OXIDO NITRICO (NOx) EN SUERO Y
LIQUIDO ASCITICO

7.1 NIVELES DE OXIDO NITRICO EN SANGRE Y LIiQUIDO
ASCITICO

Se cuantifico el NOx en la muestra basal de cada paciente. Los niveles medios
de NOx en suero fueron 48,6 = 9,4 nmol/l y en LA fueron 50,9 £ 8,2 nmol/l.
Hubo una relacién estadisticamente significativa entre los niveles de NOx en
sueroy en LA (r: 0,95y p=0,001), como muestra la siguiente figura (figura 28).

Figura 28. Relacion entre los niveles de NOx en suero y LA.
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Correlaciéon de pearson: r= 0,95

p=0,001 estadisticamente significativo
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7.2 RELACION ENTRE LOS NIVELES DE OXIDO NITRICO Y
ADN BACTERIANO EN SANGRE Y LIQUIDO ASCITICO

7.2.1 Relacién entre los niveles de NOx y ADNbact en suero

Tras observar la correlacion de NOx tanto en suero como en LA, siendo
mayores los niveles obtenidos en el LA, se analizo la posible relacion con la
presencia de ADNbact. Se observé una relacion positiva estadisticamente
significativa (r= 0,76 con p=0,001) entre los niveles en sangre de NOx y

ADNDbact, como puede apreciarse en la figura siguiente (figura 29):

Figura 29. Relacion entre los niveles de NOx en suero y ADNbact en suero.
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Correlacién de pearson: r= 0,76

p=0,001 estadisticamente significativo

100 |



RESULTADOS / RESULTS 2014

La reaccion inflamatoria en pacientes cirréticos y traslocacion bacteriana es variable por causas
dependientes del huésped y del antigeno bacteriano

7.2.2 Relacidon entre los niveles de NOx en LA y ADNbact en LA

Al igual que lo observado en el suero, se observO una relacion
estadisticamente significativa (r= 0,54 con p= 0,001) entre los niveles de NOXx
en LA y la concentracion de ADNbact en el LA, como puede apreciarse en la

siguiente figura (figura 30).

Figura 30. Relacion entre los niveles de NOx y ADNbact en LA.
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Correlacién de pearson: r= 0,54

p=0,001 estadisticamente significativo

101 |



RESULTADOS / RESULTS 2014

La reaccion inflamatoria en pacientes cirréticos y traslocacion bacteriana es variable por causas
dependientes del huésped y del antigeno bacteriano

7.3 RELACION ENTRE LOS NIVELES DE OXIDO NITRICO Y
LIPOPOLISACARIDO

7.3.1 Relacidén entre los niveles de NOx y LPS en suero

Al igual que lo ocurrido con el ADNbact, se estudio la posible relacion con la
presencia de LPS, descrito también como marcador en el fendmeno de la TB.
Se observd también una correlacidon significativa entre los niveles séricos de
NOx y LPS (p=0,03) (figura 31). El coeficiente de correlacion de Pearson

(r=0,25) fue similar al observado con los niveles de ADNbact.

Figura 31. Relacidn entre los niveles de NOx y LPS en suero.
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Correlacién pearson r=0,25

p=0,03 estadisticamente significativo
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7.3.2 Relacién entre los niveles de NOx en LAy LPS en suero

Por otra parte, estudiamos si la presencia de LPS se podria relacionar con la
liberaciobn de NOx en el LA. Sin embargo, al realizar el analisis de correlacion
de Pearson, no se observo una relacion significativa entre los niveles en LA de
NOx y LPS (p=0,76), el coeficiente de correlacion fue r=0,21. La siguiente

figura muestra esta correlacion (figura 32).

Figura 32. Relacion entre los niveles de NOx en LAy LPS en suero.
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Correlaciéon de Pearson: r= 0,206

p=0,76 no estadisticamente significativo
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7.4 DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS Y EN
LIQUIDO ASCITICO DE LOS NIVELES DE OXIDO NITRICO EN
FUNCION DE LA ESPECIE BACTERIANA IDENTIFICADA

Hasta aqui hemos observado una correlacion entre los niveles de NOx, la
presencia de ADNbact y de LPS.

El siguiente paso es observar si esta correlacion depende de las diferentes
bacterias presentes en los fluidos biolégicos o si la respuesta es similar entre

diferentes tipos de bacterias.

7.4.1 Relacion entre los niveles de NOx y la especie bacteriana

en suero

En la siguiente figura y tabla (figura 33, tabla 46) se representan los valores
medios y desviacion estandar de NOx sérico para cada una de las especies

bacterianas.

Figura 33. Relacion entre los niveles de NOx y la especie bacteriana en suero.
Representacion gréafica de la relacion de los niveles de NOx sérica para cada una de las
especies bacterianas.
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Tabla 46. Relacion entre los niveles de NOx y especie bacteriana en suero. Valores

medios y desviacion estandar de NOx sérica para cada una de las especies bacterianas.

IDENTIFICACION N Media Desviacion
BACTERIANA tipica
Escherichia coli 48 49,29 9,35
Enterococcus 5 43,20 10,25
Klebsiella 10 50,50 10,51
Staphylococcus aureus 13 44,69 7,54
Total 76 48,26 9,38

(*) p > 0,05. No estadisticamente significativo

En el andlisis ANOVA no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de NOx en suero y la especie bacteriana (p=0,215), aunque los
valores medios de NOx en las especies de gram-negativos (E. coli y Klesiella)
fueron superiores, es decir, hubo una tendencia a una respuesta mayor en las

especies pertenecientes al grupo de BGN.

Tampoco se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre las

distintas especies bacterianas.
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7.4.2 Relacién entre los niveles de NOx en LAy la especie

bacteriana en suero

En el andlisis ANOVA no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los niveles de NOx en LA y la especie bacteriana aunque es mayor la
respuesta con ADN de E. coli y Klebsiella, es decir en presencia de
gramnegativos. En la siguiente figura y tabla (figura 34, tabla 47) se
representan los valores medios y desviacion estandar de NOx en LA para cada

una de las especies bacterianas.

Figura 34. Relacion entre los niveles de NOx en LA y la especie bacteriana en suero.
Representacién gréafica de la relacién de los niveles de NOx en LA para cada una de las
especies bacterianas
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Tabla 47. Relacion entre los niveles de NOx en LA y especie bacteriana en suero. Valores

medios y desviacion estandar de NOx en LA para cada una de las especies bacterianas.

IDENTIFICACION N Media Desviacion
BACTERIANA tipica
Escherichia coli 48 51,77 8,62
Enterococcus 5 52,80 8,08
Klebsiella 10 47,00 8,86
Staphylococcus aureus 13 48,08 6,53
Total 76 50,96 8,29

(*) p > 0,05. No estadisticamente significativo
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7.5 DIFERENCIAS EN LAS CONCENTRACIONES SERICAS Y EN
LIQUIDO ASCITICO DE LOS NIVELES DE OXIDO NITRICO EN
FUNCION DEL TIPO DE GRAM

7.5.1 Relacion entre los niveles de NOx vy el tipo de gram en
suero

En la figura y tabla siguientes (figura 35, tabla 48), se muestra la relacion entre
las concentraciones de IL-12 en suero y el tipo de bacteria agrupado por el tipo
de gram: gram-positiva 0 gram-negativa. En presencia de BGN se detectd una
mayor cantidad de NOx 49,5 + 9,5 nmol/l frente a cantidad en BGP 44,3 + 8,1
nmol/l (p= 0,04).

Figura 35 y Tabla 48. Relacion entre los niveles de NOx en suero y el tipo de bacteria.

Representacion grafica y numérica de NOx en suero para Gram positivos y negativos.

p <0,05

50
40
30
3
z
20
10
0
Gram negativo Gram positivo
GRAM N Media Desviacion tipica
Negativo 58 49,50* 9,40*
Positivo 18 44,28 8,08
Total 76 48,26 9,38

(*) p<0,05 comparado con gramnegativos
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7.5.2 Relacién entre los niveles de NOx en LAy el tipo de gram

En la figura y tabla siguientes (figura 36, tabla 49), se muestra la relacion entre
las concentraciones de NOx en LAy el tipo de BGP o BGN.

En presencia de bacterias gam-negativas se detectdé una mayor cantidad de
NOx 51,95 + 8,47 frente a cantidad en gam-positivas 47,78 £ 6,99, sin
embargo, estasdiferencias no fueron estadisticamente significativas (p= 0,062).

Figura 36 y Tabla 49. Relacion entre los niveles de NOx en LA y el tipo de bacteria.

Representacion grafica y numérica de NOx en LA para Gram positivos y negativos.
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Gram negativo Gram positivo
GRAM N Media Desviacion tipica

Negativo 58 51,95* 8,47
Positivo 18 47,78 6,99
Total 76 50,96 8,29

(*) p>0,05 comparado con gramnegativos
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7.6 RELACION ENTRE LOS NIVELES DE OXIDO NITRICO Y
OTRAS VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS

Se analiz6 también si los niveles de NOx podrian variar entre las caracteristicas
clinicas y analiticas de los pacientes. Las siguientes tablas muestran las

correlaciones entre el NOx y estos parametros.

No se observo relacion estadisticamente significativa alguna entre los niveles
de NOx con la edad, Child-Pugh y los parametros que midieron la estabilidad

hemodinamica (tabla 50).

Tabla 50. Correlacion entre el NOx y los parametros clinicos de los pacientes.

Edad -0,05 0,67
Puntuacién CHILD-PUGH 0,52 0,65
TA media -0,22 0,11
FC (rango) -0,14 0,53
Temperatura 0,19 0,89

TA: Tension arterial. FC: Frecuencia cardiaca

p<0,05. No correlacién estadisticamente significativa

Por otra parte, se estudid si existia una correlacion entre los parametros
analiticos en suero y NOx en suero. Se observé una relacion significativa (tabla
51) entre los niveles de NOx con la cantidad de Leucocitos en suero (p=0,04) y
las cifras de K sérico (p=0,02). Esta correlacion fue negativa para Leucocitos y
positiva para las cifras de K, sin embargo en ninguno de los casos el
coeficiente de correlacion fue superior a 0,5. No se observo relacion entre el

NOx y el resto de pardmetros analiticos.

109 |



RESULTADOS / RESULTS 2014

La reaccion inflamatoria en pacientes cirréticos y traslocacion bacteriana es variable por causas
dependientes del huésped y del antigeno bacteriano

La siguiente tabla (tabla 51) muestra esta correlacién entre el NOx en suero y

los parametros analiticos en sangre:

Tabla 51. Correlacion entre el NOx y los parametros analiticos en sangre.

Na en Suero (mEg/l) -0,01 0,95
K en Suero (mEq/l) 0,35 0,02
Urea 0,07 0,55
Creatinina (mg/dl) 0,07 0,58
AlbUumina (g/dl) -0,01 0,98
Gamma Globulina (g/dl) 0,11 0,45
Bilirrubina (mg/dl) -0,03 0,88
ALT -0,13 0,49
AST 0,01 0,98
Leucocitos en sangre (mm3) -0,24 0,04
PMN (mm?) -0,11 0,47
Plaquetas (mm?®) -0,103 0,54
Indice QUICK (%) 0,05 0,69

Na: Sodio. K: Potasio.
AST: Aspartato-aminotransferasa. ALT: Alanina-aminotransferasa.

PMN: leucocitos polimorfonucleares.
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En el andlisis del NOx respecto a los pardmetros analiticos en LA, se observo

una correlacion negativa significativa entre los niveles de NOx y la cantidad de
PMN en LA (p= 0,03). El coeficiente de correlacion fue menor de 0,5 (tabla 52).

Tabla 52. Correlacion entre el NOx y los parametros analiticos en LA.

Albdmina en LA (g/dL) -0,23
Leucocitos en LA (mm?®) -0,13
PMN en LA (mm?®) -0,27
Proteinas en LA (g/dL) 0,06

LA: Liquido ascitico. PMN: leucocitos polimorfonucleares

0,86

0,26

0,03

0,63

No existian correlaciones estadisticamente significativas entre el NOx en LA 'y

los parametros analiticos en LA. Esto se muestra en la siguiente tabla (tabla

53):

Tabla 53. Correlacion entre el NOx en LA y los pardmetros analiticos en LA.

Albimina en LA (g/dl) -0,07
Leucocitos en LA (mm?) -0,14
PMN en LA (mm?®) -0,21
Proteinas en LA (g/dl) 0,05

LA: Liquido ascitico. PMN: leucocitos polimorfonucleares

p<0,05. No correlacién estadisticamente significativa

0,55

0,22

0,09

0,65
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No hubo relacion entre los niveles de NOx y el sexo, la etiologia de la cirrosis,
la puntuacion Child-Pugh ni el haber tenido complicaciones previas de la

cirrosis (tabla 54).

Tabla 54. Correlacion entre el NOx y las variables clinicas cualitativas de los pacientes.

VARIABLES X+ DS -

SEXO (M/F) 46,4+9,5 0,12
49,8+9,1

ETIOLOGIA de la CIRROSIS

- Alcohol 46,5+ 9,6
-VHC 48,6 + 9,4 0,48
- Alcohol + VHC 51,1+8,8
- Otros 48,1 £9,9

Puntuacién CHILD-PUGH

-B 48,8+ 8,4 0,58

-C 47,6 £ 10,5

Ascitis previa (s/n) 49,3+9,1 0,44
47,6 +9,6

Encefalopatia previa (s/n) 45,8 + 9,7 0,40
48,6 +9,4

Sangrado (HDA) previo (s/n) 49,3+ 10,8 0,72
48,1 +9,2

HC: Virus hepatitis C. HDA: hemorragia digestiva alta
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7.7 RELACION ENTRE LOS NIVELES DE OXIDO NITRICO Y
ANALISIS ANCOVA

7.7.1. Variabilidad en las concentraciones de NOx en suero

Se ha objetivado una relacion estadisticamente significativa entre el NOx en
suero y los siguientes parametros: NOx LA, ADNbact en suero y LA, LPS,

gram, K sérico, leucocitos sérico y PMN en LA.
Tras realizar el andlisis de ANCOVA, este muestra que existe una relacion

entre el NOx en suero y en LA (p=0,001) y los niveles de ADN en suero
(p=0,011) (tabla 55).

Tabla 55. Andlisis ANCOVA entre el NO en suero y el resto de parametros

estadisticamente significativos.

) Parametro Potencia
o e Intervalo de confianza
Parametro Error tip. Significacion de no observada
al 95%
centralidad

Limite Limite
inferior superior

Interseccioén -10,881 6,075 -1,791 -23,448 1,686 1,791

NOx LA ,910 ,079 11,489 ,000 747 1,074 11,489 1,000
ADN ,334 ,121 2,768 ,011 ,084 ,584 2,768 ,755
ADN LA -,423 ,232 -1,821 ,082 -,904 ,058 1,821 415
LPS U/mL 15,501 11,681 1,327 ,198 -8,663 39,666 1,327 ,246
Potasio -,446 1,090 -,409 ,686 -2,702 1,810 ,409 ,068
Leucos suero  6,995E-05 ,000 ,406 ,688 ,000 ,000 ,406 ,068
PMN LA ,005 ,010 ,498 ,623 -,016 ,026 ,498 ,077
Gram 1,657 2,225 , 745 464 -2,946 6,261 , 745 , 110
negativo

Gram 0 (b)

positivo

(a) Calculado con alfa =,05

(b) Al parametro se le ha asignado el valor cero porque es redundante.
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Si eliminamos el NOx en LA en el andlisis ANCOVA, no existen otras
relaciones estadisticamente significativas con el resto de pardmetros
estudiados (tabla 56).

Tabla 56. Analisis ANCOVA entre el NO en suero tras eliminar su relacién con el NOx en
LA.

Sumade ) Parametro Potencia
cuadrados cu,\a/lderdéi:ca Significacién de no observada
tipo Il centralidad @)

Modelo corregido 1201,459 (b) 6 200,243 4,809 ,002 28,853 ,965
Interseccioén 150,317 1 150,317 3,610 ,069 3,610 447
ADN 49,539 1 49,539 1,190 ,286 1,190 ,183
ADN LA 14,161 1 14,161 ,340 ,565 ,340 ,087
LPS U/mL 9,692 1 9,692 ,233 ,634 ,233 ,075
Potasio suero 22,752 1 22,752 ,546 467 546 ,110
Leucos suero ,104 1 ,104 ,002 ,961 ,002 ,050
PMN LA 6,450 1 6,450 ,155 ,697 ,155 ,067
Error 1041,010 25 41,640
Total 75109,000 32
Total corregida 2242,469 31

(a) Calculado con alfa =,05
(b) R cuadrado =,536 (R cuadrado corregida = ,424)
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7.7.2. Variabilidad en las concentraciones de NOx en LA

Se ha objetivado una relacion estadisticamente significativa entre NOx en LAy
los siguientes parametros: NOx sérico y la secuencia bacteriana. Tras realizar
el analisis de ANCOVA, este muestra que existe una relacion significativa entre
las concentraciones de NOXx sérico y la presencia de ADNbact tanto en suero
como en LA (p=0,001) (tabla 57).

Tabla 57. Analisis ANCOVA entre el NO en suero tras eliminar su relaciéon con el NOX en

LA.
Suma de ) Parametro Potencia
) Media R
Fuente cuadrados tipo . Significacion de no observada
cuadratica )
Il centralidad @)
Modelo
: 2859,750 (b) 2 1429,875 44,722 ,000 89,443 1,000
corregido
Interseccion 5642,946 1 5642,946 176,492 ,000 176,492 1,000
ADN 1329,268 1 1329,268 41,575 ,000 41,575 1,000
ADN LA 2,805 1 2,805 ,088 ,768 ,088 ,060
Error 2302,037 72 318973
Total 199829,000 75
Total corregida 5161,787 74

(a) Calculado con alfa =,05
(b) R cuadrado =,554 (R cuadrado corregida = ,542)
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El desarrollo de infecciones bacterianas en los pacientes con cirrosis y ascitis
es una complicacion frecuente y grave [1], siendo la peritonitis bacteriana
espontanea (PBE) la complicacion infecciosa mas caracteristica y mas
estudiada [2, 12, 13].

Diversos estudios han demostrado que la PBE, producida como consecuencia
de accesos repetidos de bacterias al LA desde el lumen intestinal a través de
una ruta hematdgena en un fenomeno conocido como traslocacion bacteriana
(TB) [20], tiene un mal prondstico a largo plazo. La TB se define en la
actualidad como la presencia de un cultivo positivo de ganglios linfaticos
mesentéricos (GLMNS), por lo que parece obvia la dificultad de estudiar este
fenbmeno en pacientes, y también por ello la mayoria de la informacion

disponible procede de modelos experimentales.

Se ha hecho necesario identificar marcadores biologicos indirectos de TB que
permitieran detectar la TB de una forma no cruenta en pacientes y poder
estimar de este modo el riesgo de desarrollo de PBE en un paciente concreto.
Con este objetivo, nuestro grupo desarrolld6 en su dia un método propio de
deteccién de fragmentos gendémicos bacterianos en sangre mediante PCR, y
con su aplicacion pudimos demostrar que el 35-40% de los pacientes con
cirrosis y ascitis mostraban eviencias moleculares de TB. La presencia de estos
fragmentos de ADNbact en este subgrupo de pacientes se ha interpretado
como una prueba de la existencia de fenbmenos de TB a nivel molecular,
entendiendo como TB molecular a la TB que se manifiesta por la presencia de
una molécula bacteriana en liquidos bioldgicos pero no es posible identificar la
bacteria por métodos convencionales como el cultivo [4, 44].

En estudios previos de nuestro grupo hemos podido demostrar que la
presencia de ADNbact puede corresponder a una bacteria viva o a fregmentos
de la misma. En el primer supuesto acufiamos el término traslocacion viable,
puesto que estas bacterias son tedricamente capaces de provovar infecciones

espontaneas.
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En el segundo supuesto hablamos de traslocacién no viable, puesto que a
pesar de nos ser capaz de desarrolar una infeccion, si que induce una
importante respuesta inflamatoria que tiene a su vez consecuencias

hemodinamicas y prondsticas.

En la patogénesis de la TB, el efecto protector de la mucosa intestinal juega un
papel fundamental ya que la mayoria de las bacterias que causan la PBE
tienen su origen en el lumen intestinal y su eliminacion mediante antibioterapia
que produzca una descontaminacion intestinal selectiva disminuye

significativamente la incidencia de estas infecciones bacterianas [10, 25].

Diversos estudios experimentales han demostrado un papel inmunomodulador
del ADNbact [128, 129], que se comportaria como un potente activador de las
células del sistema inmune innato, células NK, macrofagos y células
dendriticas, a través de su unién al receptor Toll-like 9 (TLR9) mediante
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) consistentes en series
repetidas de motivos CpG no metilados [108]. Esta activacion de la respuesta
inmune de tipo | en los macrofagos peritoneales se asocia a una mayor sintesis
de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, INF- vy, IL-12 e IL-6) in vitro [130, 131] y
a la liberacion de moléculas efectoras como NOx [4, 123], los cuales podrian
constituir marcadores indirectos de la presencia de bacterias o de sus
productos en el suero o en el LA. En estos estudios se observd que la
activacion de las células inmunes secundarias a la unién del ADNbact con el
TLRY, y la ulterior liberacibn de NOx desencadena una intensa respuesta
inflamatoria, tanto a nivel celular [4, 102] como sistémico [115]. El aumento del
TNF-a sérico e INF-y, que son algunos de los factores relacionados con la
activacion de la respuesta inmune innata, se asocian con alteraciones en la
regulacion de la permeabilidad intestinal y un incremento de la TB [51, 119].
Como consecuencia de todo ello, el dafio hepatico y los fendbmenos de
fibrogénesis se ven agravados [120] y se produce un compromiso mayor de las
funciones hepdticas, todo lo cual hace que esta respuesta inflamatoria

incrementada pueda comprometer el prondstico de los pacientes cirréticos.
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Ademas del ADNbact, otras moléculas como el LPS, principal constituyente de
la pared de las BGN, se ha mostrado como un marcador biolégico de TB y
como uno de los activadores mas potentes de la cascada de citoquinas y de la

sintesis de NOx.

El reconocimiento del LPS por las células del sistema inmune es un proceso
complejo en el que intervienen moléculas que fijan a los LPS (LBP y CD14) y
posteriormente por la fijacion de los LPS al TLR4. En el caso de bacterias gram
positivas son los componentes de la pared celular, incluyendo los
peptidoglicanos y los &cidos lipoteicoicos, los activadores dominantes de la
inmunidad innata y esta activacion la llevan a cabo fundamentalmente

actuando sobre el receptor TLR2, asociado con frecuencia al TLR1 o al TLR6.

Nuestro grupo ha demostrado que en pacientes con cirrosis y presencia de
ADNDbact se produce una respuesta inmunoldgica e inflamatoria que se traduce
en una elevacion en suero y en LA, de citoquinas y NOx en una magnitud
similar a la observada en los pacientes con PBE [116], sugiriendo que la
traslocacion del ADNbact activa una respuesta inmune innata. Esto es
relevante ya que el grado de la respuesta inflamatoria tiene implicaciones

prondsticas en estos pacientes [104, 133].

Sin embargo, aunque el ADNbact posee una potente actividad proinflamatoria
in vitro [103] y en animales de experimentacion [129, 134], la existencia de
otros productos de origen bacteriano como la endotoxina (LPS),
peptidoglicanos y acidos lipoteicoicos, [48], presentes también en
concentraciones elevadas tanto en el suero como en el LA de los pacientes con
cirrosis descompensada, también podrian participar en la reaccion inflamatoria

observada en estos pacientes.

Sin embargo, no hay datos al respecto, probablemente por la dificultad de

deteccién y cuantificacion de estos componentes bacterianos.
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El objetivo del presente estudio ha consistido en evaluar los factores, tanto del
huésped como del antigeno, que pueden influir en la intensidad y variabilidad
de la respuesta inmune inflamatoria que ocurre en pacientes con cirrosis y
ascitis con presencia de TB (ADNbact). Para ello, hemos analizado las
concentraciones de TNF- a, INF-y, IL-12, y NOx en suero y en LA, su relacion
con las caracteristicas basales clinicas y analiticas de los pacientes con cirrosis
y ascitis estéril en el momento de su ingreso en el hospital, asi como su
relacion con la cantidad de ADNbact y LPS presente y la especie bacteriana

origen de estas moléculas.

En primer lugar, este estudio muestra que la traslocacion del ADNbact es un
fenbmeno frecuente en pacientes con cirrosis y ascitis, tal y como se ha
observado en otros estudios previos de nuestro grupo, con una prevalencia del
34% [115, 135].

Todos nuestros pacientes presentaban los fragmentos de ADNbact
simultaneamente en sangre y en LA y en todos los casos la equivalencia entre
la secuencia de nucle6tidos de ADNbact detectado en suero con la detectada
en LA fue superior al 99.9%, sugiriendo que son dos manifestaciones distintas

del mismo fenémeno.

Igualmente, observamos que la traslocacion del ADNbact en nuestros
pacientes con cirrosis y ascitis no infectados, se asociaba con una intensa
reaccion inflamatoria consistente en un aumento significativo de todas las
citoquinas estudiadas (TNF-a, INF-y, IL-12) y los metabolitos de NOx tanto de
sus niveles séricos circulantes como de su concentracion en el LA. Del mismo
modo, estas moléculas se vieron alteradas en algunos casos por otros
fenbmenos que se describen a continuacion de forma mas especifica para

cada citoquina y Nox.
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La respuesta del Factor de Necrosis Tumoral (TNF- a)

El TNF-a es una citoquina derivada de los macréfagos que se libera en
grandes cantidades en respuesta a la endotoxina [136], por lo que es una de
las citoquinas mas relevantes relacionadas con el fenébmeno de la TB y ha sido
ampliamente relacionada con la susceptibilidad a la infeccion bacteriana y los
trastornos hemodinamicos en los pacientes con cirrosis [100, 118]. Trabajos
experimentales muestran que la inyeccion de endotoxina a animales de
experimentacion induce significativamente la TB y el aumento de las
concentraciones séricas de TNF-a [49] y que el bloqueo de TNF-a en un
modelo de cirrosis en ratas sometidas a shock hemorragico disminuye
significativamente los episodios de TB [51, 160]. Otro estudio realizado en
aninales de experimentacion demostré que si se administra sulfato de
polimixina B durante siete dias se logra reducir significativamente las
concentraciones séricas de endotoxina y TNF-a [138]. En pacientes cirréticos
los niveles de TNF-a obtenidos al diagnodstico de la PBE se relacionan

directamente con el desarrollo de complicaciones y muerte [118, 123, 132].

En este estudio hemos observado altos niveles séricos y en el LA de TNF-a en
valores similares a los descritos previamente en pacientes con cirrosis y PBE
[123, 137]. Una observacion especialmente interesante de este estudio ha sido
el hallazgo de que la elevacion de las cifras de TNF-a es directamente
proporcional a la concentracién de ADNbact, sugiriendo una respuesta inmune
cuya intensidad dependeria de la carga de ADNbact presente en un episodio
de TB.

Hay una mejor correlacién entre los niveles séricos de TNF-a y de ADNbact
que la que tiene lugar en el LA lo que podria explicarse por las diferencias
funcionales entre macréfagos y células productoras de TNF- a del suero y del
LA. En el LA predominan los macréfagos de clase M2 que controlan la reaccién
inflamatoria, frente a los activadores de clase M1 séricas que estimulan la

liberacion de grandes cantidades de citoquinas [139, 140].
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Del mismo modo, nuestro estudio muestra la existencia de una relacion
significativa entre las concentraciones de TNF-a en suero y los niveles de LPS.
Este hecho, considerando que el LPS es un marcador indirecto del proceso de
la TB [97, 100, 121] y que los niveles plasmaticos elevados de LPS asocian un
riesgo aumentado de padecer un episodio de PBE [135], nos sugiere la
existencia en estos pacientes de un estado de activacion inmune en respuesta
a la presencia de la endotoxina (LPS) similar a la desencadenada por el
ADNbact. Cuando analizamos en un analisis multivariado la respuesta del TNF-
a en funcion de los dos factores, las concentraciones de ADNbact y LPS,
observamos que las variaciones en las concentraciones del TNF-a estan
fundamentalmente influidas por las concentraciones de ADNbact y en menor
medida por las concentraciones de LPS. Podria explicarse esta observacion
por la presencia de un grupo de bacterias gram positivas con minimas

concentraciones de LPS que sesgara los resultados del analisis.

Un estudio previo realizado por Gonzalez-Navajas et al [101], demostrd que
entre los pacientes en los que el ADNbact detectado procedia de bacterias
Gram-positivas se producia un marcado aumento de las concentraciones
séricas de TNF- a e IL-6 sin que se apreciaran, como es de esperar,
variaciones en las concentraciones, minimas, de LPS. Sin embargo, el andlisis
diferencial entre BGN y CGP de la relacién entre las concentraciones de
ADNbact y LPS vy los niveles de TNF- a muestra una relacién mas estrecha y
ajustada con el ADNbact. En este sentido, nuestro estudio muestra una
importante liberacion de TNF-a en respuesta a especies pertenecientes al

grupo de gram-negativos (E. coli y Klebsiella) frente al grupo de gram-positivos.

La presencia o ausencia de bacterias en el LA es un proceso muy dinamico.
Esta colonizacion bacteriana se puede resolver de forma espontanea y silente
0 progresar hacia la aparicion de infeccidn clinicamente evidente. Los
pacientes con riesgo de infeccion del LA podrian haber sufrido mdaltiples
episodios de colonizacién con su correspondiente resolucion antes de padecer

una infeccion clinicamente aparente.
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Dado que la mayoria de las infecciones del LA comunitarias son causadas por
bacterias gram-negativas, se ha considerado la hipotesis de que se produzcan
frecuentes episodios autolimitados de traslocacion de BGN al LA en un
subgrupo de pacientes cirroticos que posteriormente pueden desarrollar una
infeccion del LA. Estos fendmenos reiterados de TB se asociarian a un estado
de activacion subclinica de la cascada de citocinas y efectores hemodinamicos
como el NOx [141].

Como se ha indicado previamente, en nuestro estudio se observé una
importante actividad del TNF-a en respuesta a la presencia de ADNbact del
grupo de CGP, similar con cada una de las bacterias de este grupo bacteriano
analizadas. Esto concuerda con los hallazgos obtenidos por Riordan et al [143]
en pacientes cirréticos en los que se demostro la existencia de una correlaciéon
estadisticamente significativa entre la expresion de los receptores tipo Toll 2
(TLR-2) por las células mononucleares del suero en respuesta a estimulos por

gérmenes gram-positivos y los niveles de TNF-a.

Estudios previos han descrito que pacientes que ingresan en el hospital con
una ascitis estéril y que, posteriormente, desarrollan un episodio de PBE
mostraban en el momento de su ingreso unos niveles séricos de TNF-a
significativamente mayores que los mostrados por los pacientes que
mantuvieron la ascitis estéril durante todo el periodo de admision en el hospital
[132]. Por tanto, la observaciéon de la elevacion del TNF-a en presencia de los
productos bacterianos en sangre y LA podria ser un marcador que sirva para
identificar un subgrupo de pacientes con un riesgo aumentado de desarrollar
un episodio de PBE, y apoya la hip6tesis de la existencia de diversos episodios
de TB ya sea por bacterias viables o no viables, que activan de forma

asintomatica la respuesta inflamatoria.

Por otra parte, la posibilidad de que esta respuesta inflamatoria pudiera estar
relacionada con otros parametros como las caracteristicas clinicas de cada

paciente, no se observé en este estudio.
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En estudios previos realizados por Such et al se ha descrito que la puntuacion
de Child-Pugh es un factor predictivo importante de la mayor predisposicion de
los pacientes con enfermedad hepatica avanzada para el desarrollo de la
infeccion del LA, puesto que los pacientes con cirrosis clase C de Child-Pugh
con un mayor deterioro de la funciébn hepatica presentan mayores niveles
séricos de TNF- a y mayor riesgo de complicaciones, entre ellas infecciones,
que aquellos con Child-Pugh de clase B [132]. Sin embargo, en el presente
estudio no se aprecia que la respuesta inmune, medida mediante el TNF- q, a
la presencia de ADNbact y LPS sin que se manifieste un cuadro clinico de
infeccion esté condicionada por la funcién hepatica del paciente.

Sin embargo, un estudio publicado por Cirera et al [121]. demostrd que el grado
de funciobn hepatocelular estaba significativamente relacionado con la
incidencia de TB. Probablemente son necesarios mas estudios para clarificar

estos aspectos.

Si un mayor deterioro de la funcion hepatica condiciona una mayor riesgo de
desarrollar una infeccion clinicamente manifiesta del LA en el curso o
inmediatamente después de padecer un episodio asintomético de traslocacion
molecular es algo que no puede responderse con los datos de este estudio.
Trabajos previos de nuestro grupo sugieren que en los pacientes que han
padecido algun episodio de traslocacion molecular y fueron seguidos durante 1
afno no se produce un incremento notable de la incidencia de episodios de PBE
aunque si se incrementa la mortalidad de forma significativa por causas

distintas de las infecciones, fundamentalmente insuficiencia hepatica [161].

En un estudio realizado por Bellot et al [151] se ha descrito que la presencia de
ADNDbact en pacientes con ascitis e hipertensién portal agrava la disfuncién
circulatoria sistémica, exacerbando aln mas la vasodilatacion periférica, que
esta relacionada con el aumento de los niveles de TNF-a. En nuestro estudio
no encontramos que existieran relaciones significativas entre la cantidad de
TNF-a liberada y los diferentes parametros hemodinamicos estudiados (TAS,
TAD, TAM, FC).
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En el estudio de Bellot y cols. el analisis de los cambios hemodinamicos se
realiz6 mediante la determinacion de gradientes de presion portal-sistémicos y
el estudio de los cambios del flujo sanguineo portal que serian marcadores
mucho mas especificos y sensibles de las variaciones hemodinamicas que

parametros como la TAM.

Diferentes trabajos han descrito que los pacientes cirréticos con
concentraciones bajas de proteinas en el LA estan predispuestos al desarrollo
de la PBE [3], siendo probable que este hecho refleje, al menos en parte, una
capacidad bactericida del LA disminuida [4, 27, 28]. En nuestro trabajo no se
aprecio la existencia de una relacion significativa entre las concentraciones de
proteinas y/o albumina y la respuesta humoral a la presencia de ADNbact y
LPS lo que nos muestra que los fendmenos de TB molecular ocurren
independientemente de la concentraciéon de proteinas en LA y suero a
diferencia de lo que ocurre con el desarrollo de infecciones clinicamente
manifiestas del LA apoyando la diferencia e independencia entre estos dos

fenébmenos.

En nuestro estudio hemos observado la existencia de una correlacion
significativa inversa entre los niveles de TNF-a y la cantidad de leucocitos en
suero y de PMN en LA. En estudios previos se ha observado una elevacién de
los niveles séricos de TNF-a y una mayor proporcion de leucocitos PMN en el
LA estéril de pacientes que posteriormente desarrollaron la infeccién [132]. En
un estudio previo por Such et al se observé que el nimero total de leucocitos
en el LA fue similar tanto en el grupo de pacientes cirréticos que desarrollaron
infeccion del LA como los que no se infectaron. No obstante, los pacientes que
desarrollaron PBE tuvieron una mayor proporcion de leucocitos PMN en la
muestra basal de LA comparada con la cifra de los pacientes que no se
infectaron [32]. En conjunto, estos datos sugieren que la elevacion de
concentraciones de TNF-a consecuencia de la activacion de los macréfagos
tisulares y circulantes es previa a la leucocitosis que acompafa a la infeccién

clinicamente manifiesta.
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A su vez, el TNF-a actuaria facilitando la difusion de los leucocitos circulantes a
los tejidos en los que tiene lugar una reaccion inflamatoria. Por todo ello es
plausible un escenario en el que la presencia del material bacteriano (ADNbact,
LPS) incremente la actividad de los macrofagos y la produccion de TNF-a que
facilitaria la activacion y difusién de los leucocitos circulantes hacia los tejidos
mientras que al no tratarse de una infeccion franca o ser autolimitada (por
ejemplo si es controlada por la capacidad bactericida del LA) no tendria lugar
un aumento significativo de la cifra total de leucocitos siendo el resultado neto
de todo el proceso una disminucion de las cifras de leucocitos circulantes y/o
en el LA.

En resumen, en los pacientes cirroticos con ascitis no infectada en los que se
detecta en suero y LA la presencia de fragmentos de ADNbact la respuesta
inmune medida por la produccion de TNF-a depende directamente tanto
cualitativa como cuantitativamente de la cantidad presente de ADNbact. Y a su
vez, y como se pone de manifiesto en el analisis multivariante (ANCOVA), esta
respuesta manifestada por la elevacion de los niveles de TNF-a puede
explicarse preferentemente por la presencia del ADNbact y del LPS presentes
tanto en suero como en LA. Finalmente, cabe destacar que los niveles de
TNF-a alcanzados en respuesta a la presencia de ADNbact en suero son
mayores que los observados en el LA, lo que puede ser una consecuencia de
las diferencias en la capacidad de activacion inmune sistémica frente a las
respuestas locales o bien ser la expresion de una importante activacion inmune
a nivel sistémico que tendria lugar en las primeras fases de la TB antes que los

productos bacterianos alcanzaran el LA.
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Larespuesta del Interferon gamma (INF-y)

El INF-y es una citoquina que participa en la regulacion de la respuesta
inmune e inflamatoria y se ha demostrado en los pacientes con cirrosis y ascitis
qgue el aumento en los niveles de INF-y facilita los fendmenos de TB a través de
un incremento de permeabilidad intestinal [119] causando un agravamiento del
dafio hepatico y un aumento de la fibrogénesis [120]. Esto concuerda con los
hallazgos observados en nuestro estudio en el que se han medido altas
concentraciones de INF-y en respuesta a la presencia de ADNbact si se
compara con las cifras de esta citoquina medidas en trabajos previos en
pacientes similares sin presencia de ADNbact en sangre ni en LA [4]. Este

incremento se produce de forma paralela tanto en suero como en LA.

Existe una relacion directa significativa y proporcional entre los niveles de INF-y
en el suero y el LA, pudiendo ser un reflejo de la activacion de la respuesta
inmune en respuesta al fendmeno de la TB a su paso por la circulacion
sistémica hasta llegar al LA. En el analisis ANCOVA se observo una buena

relacion entre la liberacion del INF-y en estos dos medios.

Por otra parte, en nuestro estudio no encontramos una relacion significativa
entre los niveles de INF-y y la concentracion de ADNbact ni en el suero, ni en el
LA. Es importante recordar que los efectos antibacterianos de INF-y son
débiles, ya que su accion basica es evitar la replicacion virica en células sanas
y favorecer la destruccion de las células ya infectadas mediante la activacion
de los linfocitos NK. Por otra parte, debe tenerse en cuenta el hecho de que la
liberacion del INF-y es secundaria a la activacion previa de otros moduladores
que forman parte de la respuesta inflamatoria de primera linea. La liberacion
del INF-y se produce por las células T activadas y en la mayoria de casos esta
produccion de INF-y es inducida por otras citoquinas, como por ejemplo, IL-1,
IL-2y TNF-q, por lo que su activacién depende probablemente de la activacion

inicial de estos componentes.

127 |


http://es.wikipedia.org/wiki/IL-1
http://es.wikipedia.org/wiki/IL-2
http://es.wikipedia.org/wiki/TNF

DISCUSION / DISCUSSION 2014

La reaccion inflamatoria en pacientes cirréticos y traslocacion bacteriana es variable por causas
dependientes del huésped y del antigeno bacteriano

Por otro lado, la produccion de INF-y esta controlada también por citoquinas
secretadas por las células presentadoras de antigenos (APCs), especialmente
la IL-12 y la IL-18 y se ha descrito que los motivos CpG del ADNbact que se
unen a los TLR9 estimulan las células NK hacia la sintesis de INF-y [112]. En
este sentido, Francés et al [4] demostraron la existencia de una correlacion

significativa entre las cifras de células NK y las concentraciones de INF-y.

En un estudio realizado por Mufioz et al [144] se analiz6 el estado de las
subpoblaciones celulares inmunes en los ganglios mesentéricos, periféricos y
en el suero de ratas cirréticas para definir la respuesta inmune en el sitio de
iniciacién. Observaron que la descontaminacion intestinal redujo el nimero de
células Th y monocitos activados, y como consecuencia se produjo la
normalizacion de la produccion de INF-y por las células Th y de la produccién
del TNF-a por los monocitos de los ganglios mesentéricos y el suero. Esto
sugiere que en pacientes cirroticos en los que se dan fenémenos de TB, la
respuesta inmunitaria desencadenada por las bacterias entéricas que traslocan
se iniciaria en los ganglios mesentéricos, con la participacion de la polarizacion
de los linfocitos Thl y la activacion de los monocitos hacia la produccion de
TNF-a. Mas tarde, la recirculacion de estas células efectoras inmunes

activadas en la sangre favoreceria la inflamacion sistémica [103].

De forma similar a lo observado con el ADNbact, tampoco se observé en
nuestro estudio una relacion significativa entre los niveles de INF-y y las
concentraciones de LPS. También en este caso la explicacion puede radicar
en la necesidad de un paso previo en la activacion de la respuesta inmune ante
el fenomeno de TB. En trabajos previos se ha observado que otras citoquinas
del LA, como el TNF-a y IL-6 aumentan la sintesis, liberacion y aumento en la
produccion del INF-y en respuesta a la presencia de LPS de los patégenos
bacterianos [112, 123, 145].
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No hubo diferencias en la liberacion del INF-y segun el microorganismo o la
especie bacteriana aislada lo que no es de extrafiar en una molécula cuya
produccion es dependiente de todo un proceso previo de activacion
convirtiéndose, quizas en un lugar comun e inespecifico de la respuesta
reservandose la especificidad de la respuesta a las fases iniciales de la

activacion.

Por otra parte se observO wuna correlacion significativa entre las
concentraciones de INF-y y los valores de TAM (r=0,31 p=0,02). Dado que, en
pacientes con cirrosis y ascitis que padecen el fendmeno de la TB, se ha
observado cambios hemodinamicos, fundamentalmente un aumento de la
vasodilatacion arterial y especialmente esplacnica [146, 147], parece logico
pensar que durante este fendbmeno de TB los cambios hemodindmicos sean un
reflejo del estado inflamatorio y de la accién de las sustancias proinflamatorias
y en este sentido las concentraciones elevadas de INF-y podrian actuar como

un marcador bioldgico de un estado inflamatorio marcado.

En nuestro estudio se observa, a semejanza de lo que ocurre con el TNF-a,
una correlacion negativa significativa entre los niveles de INF-y y el nUmero de
leucocitos (p= 0,003) y PMN (p=0,03) en el suero, recordando de nuevo la
accion del ADNbact sobre los macréfagos, activandolos con el consiguiente
incremento de la sintesis de TNF-a, IL-6 e IL-12 [130, 131]. Estas dos ultimas
citoquinas activan a su vez a las células By T [109, 148] y modulan la
produccién de INF-y a través de la activacion de las células NK [110-112]. En
toda esta red, la funcién del INF-y se centra en organizar la respuesta de los
macrofagos y también favorece la atraccion de los leucocitos, asi como el
crecimiento, maduracion y diferenciacion de muchos tipos celulares, refuerza la
actividad de las células NK y regula la funcion de las células B. De acuerdo con
todas estas funciones, la correlacion negativa que se observa en nuestro
estudio podria ser la consecuencia de un efecto inmunomodulador del INF-y,

especialmente importante en suero ya que dicho efecto no se aprecia en el LA.
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Larespuesta de la Interleucina 12 (IL-12)

IL-12 es una citoquina proinflamatoria producida por las APCs y los macrofagos
en respuesta a diversos estimulos, uno de ellos seria el TNF-a [132]. La
citoquina IL-12 esta aumentada en pacientes con cirrosis [145, 149] y
especialmente en los pacientes que desarrollan un episodio de PBE [123]. Su
liberacion por parte de los macréfagos en respuesta a la presencia de ADNbact
[130, 131], activa a las células By T [109, 148], ejerciendo al mismo tiempo un
papel modulador en la produccion de IFN-y [110-112]. Estudios realizados por
Francés et al muestran que la produccion elevada de IFN-y tras la activacion de

las células NK en respuesta a los CpG del ADN, es mediada por la IL-12 [150].

En nuestro estudio hemos constatado que los niveles de IL-12 en suero se
correlacionan con los del LA, tal y como ocurre con el resto de citoquinas
estudiadas, fendbmeno en posible relacion con el proceso de paso de las
bacterias desde el tracto gastrointestinal al LA. En estudios previos de nuestro
grupo se ha observado que los pacientes con presencia de ADNbact,
presentan una marcada respuesta inflamatoria, reflejado en un aumento de los
niveles tanto de TNF-a como de IL-12 [101, 115, 151]. Sin embargo, un
hallazgo sorprendente del presente estudio es la relacion negativa entre las
concentraciones de IL-12 y las del ADNbact en LA y en suero, aunque en este
altimo caso la correlacion no fuera estadisticamente significativa. Este hallazgo
también se observa con el LPS con una correlacién negativa significativa entre

los niveles séricos de IL-12 y de LPS.

En este contexto cabe recordar que las citocinas son polipéptidos que poseen
un amplio espectro de propiedades inflamatorias, metabdlicas,
hematopoyéticas y de regulacion inmunoldgica siendo una de sus principales
caracteristicas el caracter extremadamente pleiotropico de sus acciones [16].
Existen mas de un centenar de células distintas implicadas en la produccion de
citoquinas entre las que se incluyen las células del sistema monocito-

macroéfagos, linfocitos, neutrofilos, células endoteliales y queratinocitos.
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Por otro lado, cabe recordar que aunque la presencia de niveles elevados de
citoquinas como el TNF-a, IL-1 e IL-6 e IFN-y en cirrosis estd bien
documentada [17,18], su significado funcional no esta del todo esclarecido [19]
y obliga a ser cauto al interpretar correlaciones como la encontrada en este
estudio. Ahora bien, se observé que los niveles de IL-12 se correlacionaban
significativamente con la especie bacteriana a la que correspondia el ADNbact
identificado siendo esta correlacion diferente en funcion de la especie
bacteriana. En este sentido destaca la cantidad de IL-12 producida en
presencia de S. aureus siendo significativamente mayor que la generada en
respuesta al resto de especies bacterianas. Al agrupar las especies segun la
tincion gram se aprecié una mayor cantidad de IL-12 en presencia de BGP
(653,1 = 32 pg/ml) que ante las BGN (553,3 +19,2 pg/ml), estadisticamente
significativo (p= 0,012). EI mismo fenédmeno se aprecio en el LA.

Diferentes estudios realizados han mostrado que aproximadamente el 35% de
los episodios de TB en los pacientes cirréticos se deben a microorganismos
gram-positivos [44, 103]. Este hecho puede estar cambiando si se tiene en
cuenta el manejo que actualmente se hace del paciente cirrético hospitalizado
en el que, cada vez mas, se usan procedimientos invasivos que se asocian a

un aumento de infecciones por los microorganismos gram-positivos [2].

En nuestro estudio, la IL-12 se ha comportado como un marcador biolégico
relacionado en mayor medida con la presencia de fendmenos de TB molecular
por BGP, a diferencia de las otras citoquinas estudiadas que presentaban una

mayor respuesta ante la presencia de BGN.

Resultados de un estudio previo de Francés et al [117] mostraron que el tipo y
cantidad de citoquinas que se producen en pacientes cirréticos en respuesta a
los fendbnemos de traslocacion de ADNbact se relacionan de forma directa con
el contenido de CpG del ADNbact que difiere entre las distintas especies

bacterianas.
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El hallazgo en nuestro estudio del diferente comportamiento de la IL12 en
presencia de ADNbact de BGP podria, en este sentido explicarse por el
diferente contenido de CG y respaldar la nocion de que los fenbmenos de TB
molecular difieren dependiendo de la especie bacteriana a la que corresponda
el ADNbact detectado.

Por otro lado, observamos la existencia de una relacion significativa entre los
niveles de IL-12 y el hecho de haber padecido episodios de encefalopatia
previos al episodio en que se identifico el ADNbact. En estudios previos de
nuestro grupo se demostré que factores como el haber padecido episodios de
encefalopatia previa, y la edad [161] se relacionaban con la probabilidad de
presentar en algun momento de la evolucion de estos pacientes episodios de
TB molecular. Los datos del presente estudio sugieren la posibilidad de que
pacientes con una enfermedad hepética mas evolucionada, como sugiere el
hecho de tener mayor edad y haber padecido episodios previos de
encefalopatia, podrian responder de forma diferenciada en una respuesta en la
que IL12 tuviera mayor relevancia o bien que el balance entre BGP y BGN
difiriera del que presentan los pacientes que no han desarrollado previamente
episodios de encefalopatia. No podemos excluir otras razones que pudieran
relacionar la predisposicion de la TB y los episodios previos de EH, tal como los
cortocircuitos portosistémicos que permitirian la pervivencia de antigenos de

origen bacteriano en la circulacion sistémica con sus efectos asociados.
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La respuesta del Oxido Nitrico (NO)

El NO ha sido reconocido como un mediador biolégico pleiotropico, que regula
las diversas actividades que van desde la funcion neuronal a la regulacion del
sistema inmune. Se trata de un radical gaseoso libre con una vida media corta
in vivo de unos pocos segundos o menos. Por lo tanto, los niveles de los
metabolitos del NO, el nitrito (NO2-) y nitrato (NO3-), que son mas estables, se
han utilizado en la medicion indirecta de NO (NOXx) en los fluidos biol6gicos.

El NO actia como potente agente vasodilatador y desempefia un papel clave
en la patogénesis de la vasodilatacién arterial periférica y esplacnica que se
encuentran en la cirrosis [152]. La hipdtesis original de que el NOx juega un
papel en las alteraciones hemodinamicas de la cirrosis proviene de Vallance y
Moncada [153], quienes propusieron que la endotoxemia, posiblemente
originada por episodios de TB de origen intestinal, causa la induccién de la
enzima oxido nitrico sintasa inducible (iINOS), lo que lleva a un aumento de la
produccion de NOx vascular. Por otro lado, se ha demostrado que el NOx en

LA ejerce una actividad bactericida [152].

En estudios previos se ha observado una elevacion importante de las
concentraciones séricas y en LA del NOx en pacientes con infecciones
peritoneales [154] y se ha postulado que este factor podria desempefar un
papel protector contra las infecciones bacterianas en pacientes con cirrosis
[155]. En el estudio realizado por Morales et al se observé que la inhibicion de
la sintesis de NOx fue seguida por el desarrollo generalizado de la infeccion del

LA en un modelo animal de cirrosis [155].

Sin embargo, en un estudio reciente de Garcia Tsao et al [133] se concluy6 que
los niveles de NOx en el LA de pacientes cirréticos no son buenos marcadores
para diagnosticar o para determinar la predisposicién de un paciente concreto

para desarrollar un episodio de PBE.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por el grupo de Such et al [132],
que tampoco observaron diferencias significativas en los niveles basales de
NOXx en LA o suero en un grupo de pacientes que posteriormente desarrollaron
infeccion del LA en comparacién con el grupo de los pacientes que no se
infectaron. Por lo tanto, es necesario la realizacion de otros estudios para
concluir que la presencia del NOx en el LA juega un papel protector contra la

infeccion del mismo.

En nuestro estudio, se cuantificaron los niveles de NOx tanto en suero como en
el LA en las muestras basales de cada uno de los pacientes observandose la
existencia de una correlacion significativa entre los niveles de NOx en el suero
y en el LA (correlacion de Pearson; r=0,95 y p=0,001). Estos datos corroboran

observaciones previas de nuestro grupo [132].

Las concentraciones de NOx fueron mas elevadas en el LA que en el suero.
Diversos estudios han mostrado que los niveles de NOx en LA son mas altos
en los pacientes cirréticos con enfermedad hepéatica mas severa,
especialmente en el subgrupo de pacientes con disfuncion renal mas
avanzada, por lo que se ha propuesto al NOx como un marcador prondstico

potencialmente til en los pacientes cirréticos [133, 48].

En nuestro estudio hemos observado que existe una correlacién significativa
entre los niveles de NOx tanto en el LA como en el suero con las
concentraciones de ADNbact. Ademas, tras realizar el analisis multivariante
esta relacion se mantiene. Diversos estudios han demostrado que en presencia
de ADNbact se produce una mayor sintesis de NOx tanto en el sobrenadante
del cultivo de células peritoneales [4] como en pacientes cirroticos [115].
Nuestro grupo ha comprobado la persistencia dias después de iniciar la
administracion de cefotaxima de niveles de ADNbact y paralelamente de
concentraciones elevadas de NOx en el suero de pacientes con PBE [163]. Se
ha postulado que este fendmeno sea consecuencia de un minimo efecto de la
cefotaxima sobre repetidos fendmenos de TB molecular que mantendrian en el

tiempo los fenomenos inflamatorios.
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El LPS, constituyente principal de las BGN, es uno de los activadores mas
potentes que se conoce de la sintesis del NOx [132]. En nuestro estudio se
objetivé una relacion significativa entre los niveles de NOx en suero y las
concentraciones de LPS. Tras el analisis ANOVA, no se objetivo la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones medias
de NOx tanto en suero como en LA en funcién de la especie bacteriana. Esta
observacion concuerda con un estudio reciente de Bellot el al [151] en el que

estas alteraciones son independientes de las especies bacterianas detectadas.

Sin embargo cuando se agrupan las diferentes especies bacterianas
identificadas segun el gram se detectd una cantidad significativamente mayor
de NOx en presencia de BGN que frente a CGP. Estos resultados difieren de
los encontrados por otros estudios en los que los pacientes con presencia de
ADNbact procedente de BGN mostraban una respuesta inflamatoria similar a la
de aquellos con ADNbact de CGP. Un estudio realizado por Gonzalez-Navajas
et al mostré que los niveles de NOx aumentaban en pacientes con cirrosis y
presencia de ADNbact en el suero, tanto si los fragmentos de ADNbact
procedian de un microorganismo gram-negativo como de un microorganismo
gram-positivo. Todos estos datos sugieren que la produccion de NOx no
depende exclusivamente de la presencia de un producto bacteriano especifico,
ya sea LPS o bactDNA [101], sino probablemente de su concentracion en el

medio.

En teoria, una mayor respuesta inflamatoria se asocia con el desarrollo de las
alteraciones hemodinamicas, sindrome hepatorrenal o la muerte, como se ha
demostrado en pacientes con PBE, incluso después que la infeccion ha sido
curada [133]. Por ello, seria de esperar que los fendbmenos de traslocacion de
ANDbact asociados a un incremento en las concentraciones de NOXx alterarian
la hemodinamica esplacnica y sistémica de estos pacientes. En este sentido,
un estudio reciente realizado por Cafo et al. muestra que los pacientes
cirréticos con presencia de ADNbact tienen valores de TA media
significativamente reducidos con respecto a la de pacientes sin presencia de

este antigeno.
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Este fendmeno se ha comprobado en modelos animales de cirrosis y ascitis
[6,7] en los que los fendmenos de TB se asociaban a un empeoramiento tanto
de la vasodilatacion arterial como esplacnica. Sin embargo, en nuestro trabajo
no se ha objetivado esta misma relacion, quizas porque los pacientes incluidos
estaban hemodindmicamente estables y con cifras normales de TA y los
cambios hemodinamicos que hayan ocurrido fueran de una intensidad menor
no disponiendo en el presente estudio de un poder estadistico suficiente para

diferenciar estos pequefios efectos por la variabilidad inherente a esta variable.

Los macréfagos peritoneales juegan un papel esencial en la liberacion del NOx.
Estudios previos han demostrado que los macréfagos peritoneales de
pacientes cirréticos con ascitis que han sufrido un episodio previo de PBE, se
encuentran activados, con sobreproduccién de NOx [4]. En estudios realizados
por Frances et al [4] se describe una situacién similar de altos niveles de NOx
en pacientes con evidencia molecular de TB como consecuencia de la
activacion de la enzima iINOS de los macréfagos [157, 158]. Por otro lado, se
conoce que el NOx regula la liberacién de citoquinas por los macréfagos y
viceversa [159]. En nuestro estudio hemos observado la existencia de una
correlacion inversa entre los niveles de NOx y el numero de leucocitos en
suero aunque el coeficiente de correlacion no superé el valor de 0,5, lo que
apoya la existencia de otros factores que interferirian, como otras citoquinas,
en la relacion entre estos dos factores.
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ESPECIFICAS DE LA RESPUESTA INMUNE:

e La traslocacion del ADNbact en pacientes con cirrosis y ascitis no
infectados, se asocia con una intensa reaccion inflamatoria consistente
en un aumento significativo las citoquinas (TNF-a, INF-y, IL-12) y los
metabolitos de NOx tanto de sus niveles séricos circulantes como de su

concentracion en el LA.

e La liberacién del TNF-a es directamente proporcional a la concentracion
de ADNbact, sugiriendo esto, que la intensidad de la respuesta inmune

depende de la carga de ADNbact presente en un episodio de TB.

e La correlacion entre los niveles de TNF-a y de ADNbact LA es menor
que en suero. Esto puede ser debido a la existencia de diferencias
funcionales en respuesta a un mismo estimulo de los macréfagos y
células productoras de TNF-a cuando estos se encuentran en el LA

respecto a su funcién cuando se encuentran en el suero.

e La existencia de una relacién significativa entre las concentraciones de
TNF-a en suero y los niveles de LPS, considerando que el LPS es un
marcador indirecto del proceso de la TB y que los niveles plasmaticos
elevados de LPS asocian un riesgo aumentado de padecer un episodio
de PBE, nos sugiere la existencia en estos pacientes de un estado de
activacion inmune en respuesta a la presencia de la endotoxina (LPS) de

BGN similar a la desencadenada por el ADNbact.

e La elevacion del TNF-a en presencia de los productos bacterianos en
sangre y LA podria ser un marcador que sirva para identificar un
subgrupo de pacientes con un riesgo aumentado de desarrollar un
episodio de PBE.
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La posibilidad que la respuesta inflamatoria pudiera estar relacionada
con otros parametros, como las caracteristicas clinicas de cada
paciente, no se observo en este estudio. Probablemente son necesarios
mas estudios para clarificar estos aspectos.

En nuestro estudio no encontramos que existieran relaciones
significativas entre la cantidad de TNF-a liberada y los diferentes
pardmetros hemodinamicos estudiados (TAS, TAD, TAM, FC).
Probablemente debido a que serian necesarios marcadores mucho mas

especificos y sensibles de las variaciones hemodinamicas.

En nuestro trabajo, a diferencia de otros, no se aprecio la existencia de
una relaciéon significativa entre las concentraciones de proteinas y/o
albumina y la respuesta humoral a la presencia de ADNbact y LPS. Lo
gue nos muestra que los fendmenos de TB molecular ocurren
independientemente de la concentracion de proteinas en LA y suero a
diferencia de lo que ocurre con el desarrollo de infecciones clinicamente
manifiestas del LA apoyando la diferencia e independencia entre estos

dos fendmenos.

El papel de la liberacién del INF-y en la activacién de la respuesta
inmune ante el fendbmeno de TB probablemente es secundaria a la
activacion previa de otros moduladores que forman parte de la respuesta

inflamatoria de primera linea.

La IL-12 podria comportarse como un marcador biolégico relacionado en
mayor medida con la presencia de fenbmenos de TB molecular por
BGP, a diferencia de las otras citoquinas estudiadas que presentan una

mayor respuesta ante la presencia de BGN.
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En estudios previos se ha postulado que la presencia del NOx en suero
y LA de pacientes con cirrosis podria desempefiar un papel protector
contra las infecciones bacterianas. Esta observacion, sin embargo,

requiere de futuras investigaciones.

El LPS, constituyente principal de las BGN, es uno de los activadores
mas potentes que se conoce de la sintesis del NOx. Sin embargo,
nuestros hallazgos sugieren que la produccion de NOx no depende
exclusivamente de la presencia de un producto bacteriano especifico, ya
sea LPS o bactDNA, sino probablemente de su concentracion en el

medio.

CONCLUSIONES FINALES:

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que la respuesta inflamatoria
inmune que se activa en los pacientes cirrGticos en respuesta a la
presencia de ADNbact en sangre y LA guarda una relacién directa con la

carga de ADN y la concentracion de LPS.

La presencia de ADNbact se ha relacionado con el peor pronéstico de
estos pacientes, aunque no sabemos si la concentracion de ADNbact
puede tener implicaciones pronosticas. Los datos del presente estudio
sugieren el interés de esta pregunta que habra que plantear en estudios

especificamente disefiados a tal efecto.

Una consecuencia importante de la observacibn de una estrecha
relacion entre la concentracion de ADNbact y la respuesta inmune
desencadenada estriba en las consecuencias de actuar directamente
sobre el ADNbact y sus productos a través de la descontaminacién
intestinal selectiva en estos pacientes, el posible papel modulador de la
inflamacion asociada y las repercusiones prondsticas de esta terapia.
Todo ello debe ser objeto de nuevos estudios en pacientes con TB

molecular.
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SPECIFIC OF THE IMMUNE RESPONSE:

e Bacterial translocation in patients with cirrhosis and non-infected ascites
IS associated with an intense inflammatory reaction consisting in a
significant increase of serum and AF cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-12) and
NOX.

e The release of TNF-a is directly proportional to the bactDNA
concentration, which suggests that in an episode of TB, the intensity of
the immune response is associated with the load of bactDNA.

e The correlation between the levels of TNF-a and bactDNA is less evident
in AF. This may be due to functional differences between macrophages

and cells producing TNF-a in AF and serum.

e There is a significant relationship between TNF-a and LPS in serum. As
LPS is a surrogate marker for BT, this suggests a state of immune
activation in response to LPS similar to the response triggered by
bactDNA.

e TNF-ais increased in the presence of bacterial products in blood and AF.
Therefore the levels of TNF-a might be used as a surrogated marker of
molecular events of bacterial translocation. Although this is not entirely
clear, these facts might identify a subgroup of patients with an increased
risk of developing an episode of SBP (nosotros nunca hemos
comprobado una asociacion entre DNA e inicidencia de infecciones,
pero hay un articulo de Albillos en Lancet que relaciona los niveles de

LBP con la incidencia de infecciones, buascalo).

e In this study, no relationship was observed among inflammatory
response and the clinical characteristics of patients. Further studies are

needed to clarify these issues.
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We found no significant relationship between TNF-a response and
hemodynamic parameters (SBP, DBP, TAM, FC). This is probably due to
the multifactorial nature of these parameters.

No significant relationship was observed between serum albumin and the
factors of the humoral response. This suggests that bacterial
translocation is not associated with the degree of liver insufficiency.

The role of IFN-y in the activation of the immune response against BT is
probably secondary to a prior activation of other modulators that are part

of the first line-inflammatory response.

Our results suggest that 1L12, but not the remaining cytokines
investigated, might be related with translocation of GPC. Indeed, both
serum and AF IL12 values were significantly higher in patiens with GPC-

related BT vs patients with presence of GNB genetic fragments.

LPS is the main constituent of the BGN wall. It is one of the most
powerful activators of the NOx synthesis. However, our findings suggest
that the production of NOx does not depend solely on the presence of

LPS or bactDNA, but probably on their concentrations.

FINAL CONCLUSIONS:

Our results support the hypothesis that the immune inflammatory
response is closely related to the absolute amonunt of the most powerful

bacterial-driven immune stimulats: bacterial DNA and LPS.

The presence of bactDNA has been associated with poor prognosis in
cirrhotic patients. We do not know though if bactDNA concentration may
have also prognostic implications. This possibilituy should be addressed

in specifically designed studies.
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e An important consequence of the relationship between bactDNA and the
immune response reinforces the relevance of selective intestinal

decontamination in these patients, not only to decrease infections but
also to reduce the immune status.
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