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RESUMEN

Durante la tltima década hemos presenciado un aumento de la
cantidad de datos relativos a la presencia de translocacion bacte-
riana en los modelos experimentales de cirrosis. Sin embargo, los
estudios clinicos se han visto limitados por la falta de métodos no
invasivos para estudiar dicho fenémeno. En los ultimos afios, las
investigaciones realizadas en nuestro laboratorio se han centrado
en la deteccion del ADN bacteriano en el suero y el liquido asciti-
co de los pacientes con cirrosis y ascitis estéril, y en las implicacio-
nes clinicas que ello conlleva. Al principio, gracias a un método
basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) v el se-
cuenciamiento automatizado de nucledtidos, pudimos detectar e
identificar la presencia de fragmentos de ADN bacteriano en di-
chos pacientes con ascitis no neutrocitica y con cultivo negativo.
Desde entonces hemos acumulado una serie de datos que indican
que la presencia de ADN bacteriano podria desemperiar un papel
importante no sélo como marcador de translocacién bacteriana,
sino también como factor pronéstico a corto plazo. Expondremos
aqui el pasado, el presente y el futuro de esta linea de investiga-
cion.

Palabras clave: Translocacion bacteriana. Cirrosis. ADN bacte-
riano. Ascitis esteril.

ABSTRACT

During the last decade, we have witnessed an increase in the
amount of data related with the presence of bacterial translocation
in experimental models of cirrhosis. However, clinical studies have
been limited by the lack of non-invasive methods to study this phe-
nomenon. Over the past years, the research developed in our lab-
oratory has been focused on the detection of bacterial DNA in
serum and ascitic fluid of patients with cirrhosis and sterile ascites,
the clinical and immunological implications of such finding. Initial-
ly, by means of a polymerase chain reaction (PCR)-based method
and automated nucleotide sequencing, we were able to detect and
identify the presence of fragments of bacterial DNA in the men-
tioned patients with culture-negative, non-neutrocytic ascites.
Since then, we have accumulated a core of data suggesting that
the presence of bacterial DNA may have an important role not
only as a marker of bacterial translocation, but also as a short-
term prognostic factor. Here, we discuss the past, present and fu-
ture of this line of investigation.

Key words: Bacterial translocation. Cirrhosis. Bacterial DNA.
Sterile ascites.
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INTRODUCCION

La translocacién bacteriana (TB) es un proceso por el
cual las bacterias de la luz del intestino migran a través
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de la barrera intestinal hacia los ganglios linfaticos me-
sentéricos y otros sitios extraintestinales (1). Esta alte-
racién de la flora digestiva y el consiguiente movimien-
to de microorganismos fuera de su entorno natural se
acepta generalmente que es el principal suceso del desa-
rrollo de infecciones bacterianas en los pacientes cirro-
ticos. Entre estas infecciones causadas por la TB, la pe-
ritonitis bacteriana espontdnea (PBE) es probablemente
la complicacién mds importante y peligrosa para la vida

Q).
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Se han propuesto varios mecanismos para explicar la
TB en la cirrosis, como el sobrecrecimiento bacteriano
intestinal, el aumento de la permeabilidad del intestino y
las alteraciones de las defensas inmunitarias del huésped
(3-5). De hecho, se han observado sobrecrecimientos de
bacterias gramnegativas en el tubo digestivo tanto en mo-
delos experimentales de cirrosis como en pacientes cirro-
ticos (6,7). Una vez alcanzado cierto umbral critico en la
luz intestinal, las bacterias podrian ser capaces de escapar
de la misma y translocarse hacia los ganglios linfaticos
mesentéricos, la sangre y, finalmente, el liquido ascitico
(LA). Ademas, si la capacidad bactericida del liquido as-
citico sobre estos invasores estd comprometida, como
ocurre en los pacientes con cirrosis avanzada, puede pro-
ducirse un crecimiento bacteriano incontrolado y desa-
rrollarse una PBE (8).

Los estudios clinicos de la TB se han visto limitados
tradicionalmente por la falta de métodos no invasivos
para detectar su presencia. Durante los dltimos afios, las
investigaciones realizadas en nuestro laboratorio se han
centrado en la importancia que tiene la presencia simulta-
nea de ADN bacteriano en el suero y el LA de los pacien-
tes con cirrosis avanzada y ascitis neutrocitica y de culti-
vo negativo, asi como en su posible papel como marcador
secundario de TB. En este articulo revisaremos los ulti-
mos hallazgos que indican que la presencia de ADN bac-
teriano en el LA de estos pacientes desempefia un papel
principal.

PRESENCIA DE ADN BACTERIANO EN LOS
PACIENTES CON ASCITIS ESTERIL

Como la mayoria de los episodios de siembra bacte-
riana en pacientes con cirrosis no puede detectarse por
los métodos tradicionales del hemocultivo o el cultivo de
LA (9), nosotros desarrollamos un método mas sensible,
basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
para detectar estos acontecimientos. Por medio de una
gran amplificaciéon del ARN ribosémico de 16S, al prin-
cipio detectamos la presencia simultdnea de ADN bacte-
riano en el suero y el LA del 30-40% de los pacientes con
ascitis estéril (10). El secuenciamiento de los nucleo6tidos
de los fragmentos amplificados permitié identificar que
E. coli era el principal origen del ADN bacteriano de
nuestra serie (77%). Ademas, la similitud de nucleétidos
entre los fragmentos detectados en el suero y el LA de
cada paciente era, en la mayoria de los casos, superior al
99,7%. Estos datos suponian la primera deteccion de res-
tos bacterianos en los pacientes con cultivo negativo de
LA y apuntaban hacia un tnico episodio de translocacién
como origen de las bacterias identificadas. Sin embargo,
como se explica a continuacién, experimentos posteriores
seflalaron la existencia de episodios repetidos de TB en
una proporcién importante de pacientes.

Las evaluaciones siguientes mostraron que los macro-
fagos peritoneales de los pacientes con presencia de
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ADN bacteriano habfan sido imprimados para producir
cantidades mayores de 6xido nitrico (NO) y citocinas
proinflamatorias (11), como mostraban los niveles au-
mentados de factor de necrosis tumoral (TNF) a., interfe-
rén (IFN) y e interleucina (IL) 12. Esta situacién de pre-
activacion es muy parecida a la descrita en los pacientes
antes de la aparicién de un episodio de PBS nosocomial
(12),y con toda probabilidad es atribuible al efecto inmu-
noestimulante de los motivos CpG sin metilar que existen
en el ADN bacteriano. Curiosamente, al ser estimulados
por lipopolisacaridos (LPS), los macréfagos de los pa-
cientes sin presencia de ADN bacteriano mostraban un
aumento significativo de los niveles de TNF-a e IL-6,
pero dicho aumento no se observaba en los macréfagos
ya activados de los pacientes con ADN bacteriano, lo que
indica que la reserva funcional de estas células estaba
disminuida (13).

SIGNOS DE LOS EPISODIOS REPETIDOS DE TB

Como se explicé anteriormente, la mayoria de los
datos que existen en la bibliografia sefialan varios me-
canismos para explicar la TB, como el sobrecre-
cimiento de bacterias en el intestino. Sin embargo, se
sabe poco de la cinética de estos sucesos. Asi, una de
las preguntas clave es si las bacterias se translocan por
algtin suceso tnico o si, por el contrario, estos microor-
ganismos cruzan constantemente la pared intestinal.
Para explorar esta cuestién llevamos a cabo un estudio
secuencial de la presencia de ADN bacteriano en la
sangre de pacientes con cirrosis y ascitis. En esta inves-
tigacion, el patron temporal de la eliminacién del ADN
bacteriano se evalué en muestras de suero obtenidas
cada 8 horas durante un periodo de 3 dias (14). Inespe-
radamente, se hallaron dos patrones diferentes de eli-
minacién del ADN bacteriano al cuantificarlo. En el
42% de los casos, el ADN bacteriano se eliminaba casi
totalmente de la sangre en un periodo de tiempo breve
(16 horas), mientras que en el 58% restante, la cantidad
de ADN bacteriano circulante variaba con el tiempo,
incluidas la completa desaparicion y reaparicion de di-
chos fragmentos (14). Estos resultados, junto con el he-
cho de que todas las muestras positivas de un mismo
paciente mostraban una similitud superior al 99,5% en
la secuencia de nucledtidos, seflalaban decididamente
la existencia de episodios repetidos de TB por el mismo
microorganismo.

ADN BACTERIANO COMO MARCADOR DE TB

La mayoria de los datos que avalan una mayor TB en
la cirrosis proceden de estudios realizados con animales
de experimentacién en los que la TB se definié como la
presencia de cultivos positivos para al menos una espe-
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cie de la flora intestinal en ganglios linfaticos mesenté-
ricos (GLM) extirpados quirdrgicamente (15). Estos es-
tudios mostraron que la prevalencia de la TB desde la
luz digestiva hacia los GLM es de alrededor del 40% en
los modelos de cirrosis en ratas, y de alrededor del 80%
en los animales con PBS (16,17). Segtn esto, si la pre-
sencia de ADN bacteriano en el suero o el LA se debe
realmente a episodios de TB, deberiamos ser capaces de
detectar dicho ADN bacteriano al mismo tiempo en es-
tos liquidos bioldgicos y en los GLM. Para confirmar
esta hipétesis desarrollamos un estudio en el modelo
CCl4 de cirrosis en ratas en el que la presencia de ADN
bacteriano se comprobd en GLM con cultivo positivo o
GLM con cultivo negativo y en distintos liquidos biol6-
gicos (LA, suero y liquido pleural) (18). Como era de
esperar, el ADN de una determinada especie de bacteria
detectado en los liquidos bioldgicos estaba presente en
los GLM en el 100% de los casos, aunque el que la bac-
teria fuera viable en los GLM, es decir, cumpliera con
los criterios clasicos de la TB, sdlo ocurria en el 63,6%
de los mismos. Curiosamente, la presencia de ADN bac-
teriano en los GLM se asocié también a una marcada
respuesta inflamatoria indicada por una mayor produc-
cién de TNFa, IL-6 y NOx, y que era parecida en las
muestras con cultivo positivo y negativo. Estos datos,
junto con el hecho de que el ADN bacteriano no se de-
tectd en los animales sometidos a contaminacién intesti-
nal con norfloxacino, avalaron nuestra hipétesis inicial
de que la presencia de ADN bacteriano en el LA de los
pacientes con cirrosis avanzada podria constituir un
marcador diagndstico de la TB, por lo que sefialamos
que los criterios de la TB podrian ampliarse para incluir
la presencia de fragmentos bacterianos en los GLM in-
cluso en los casos con cultivo negativo.

La proteina transportadora de lipopolisacdridos
(LBP), una proteina de fase aguda de tipo I capaz de
unirse tanto al CD14 de membrana como al CD14 solu-
ble, es otra molécula que se ha propuesto como marca-
dor de TB en los tltimos afios. En un estudio reciente,
los niveles de LBP se regularon al alza en un subcon-
junto de pacientes con marcado deterioro inmunitario y
hemodindmico (19). Después, la administracion de nor-
floxacino mejord estas alteraciones, lo que indica la
participacion de bacterias gramnegativas en el proceso.
Sin embargo, en pacientes con cirrosis también se ha
observado un mayor nimero de episodios bacterianos
por microorganismos grampositivos, la mayoria en pa-
cientes ingresados sometidos a intervenciones invasi-
vas (20,21). Como la LBP estd regulada principalmente
por los LPS, ausentes en las bacterias grampositivas, la
medicion de esta proteina podria subestimar la impor-
tancia de estos episodios de translocacion de gramposi-
tivos. De hecho, en un estudio reciente llevado a cabo
en nuestro laboratorio, hemos hallado que la respuesta
inflamatoria no es distinta en los pacientes con presen-
cia de ADN bacteriano procedente de microorganismos
gramnegativos o grampositivos (22).

REV Esp ENFERM DIG 2007; 99 (10): 599-603

IMPORTANCIA CLINICA DE LA PRESENCIA DE
ADN BACTERIANO EN EL SUERO Y EL
LIQUIDO ASCITICO

Hasta ahora, los datos que hemos expuesto indican fe-
hacientemente la identificacién de un nuevo subgrupo de
pacientes con cirrosis e indicios de fragmentos de geno-
ma bacteriano en suero y LA. Estos hallazgos, no obstan-
te, no se asociaron ni a signos ni a sintomas especificos
de la enfermedad (10). Por otra parte, es bien sabido que
el ADN bacteriano contiene secuencias inmunoestimula-
doras caracterizadas por un alto contenido de motivos no
metilados de citidina-fosfato-guanosina (CpG), que son
prevalentes en el ADN del genoma de las bacterias pero
no de los mamiferos (23,24). Estos motivos CpG son re-
conocidos de forma especifica por un miembro de la fa-
milia de los receptores de tipo peaje (TLR), el TLR-9. La
activacién del TLR-9 provoca una serie anterégrada de
sucesos seflalizadores que afectan a muchas vias, incluida
la de factor nuclear kappa B (NF-kB), y finalmente con-
duce a la activacién de los genes diana y a la produccion
de citocinas y quimiocinas proinflamatorias (23-26). De
hecho, este conjunto de datos aporta la 16gica que permi-
te explicar nuestra observacién de que los episodios bac-
terianos asintomaticos habian en realidad imprimado a
los macréfagos de los pacientes cirrdticos para producir
cantidades elevadas de citocinas proinflamatorias y NOx
(11,13).

Para seguir evaluando la hipétesis de que la presencia
de ADN bacteriano en el suero y el LA de los pacientes
cirrdticos supone un estimulo lo bastante grande como
para poner en marcha toda la red de citocinas proinflama-
torias, recientemente realizamos un estudio de los media-
dores solubles implicados en los procesos fagociticos e
inflamatorios, es decir, las citocinas y el sistema del com-
plemento, en cuatro conjuntos distintos de pacientes con
presencia/ausencia de ADN bacteriano, un episodio acti-
vo de PBS o la descontaminacién intestinal selectiva
(DIS) previa con norfloxacino. En este estudio demostra-
mos que el perfil citocinico proinflamatorio de las células
T colaboradoras 1 (Th1) (medido por los niveles de TNF-
a, IFN-y e IL-12) en los pacientes con presencia de ADN
bacteriano en suero y LA es muy similar al detectado en
los pacientes con PBS, y mayor que el de los enfermos
sin tales fragmentos gendmicos y que el de los sometidos
a DIS con norfloxacino. Ademas, los niveles de estas ci-
tocinas Thl en los pacientes sin indicios de ADN bacte-
riano eran indistinguibles de los detectados en los enfer-
mos sometidos a DIS. La misma tendencia se observo
cuando analizamos las proteinas activadoras del sistema
del complemento, con idéntica activacion de la via alter-
nativa en los pacientes con presencia de ADN bacteriano
y en los que tenfan PBS (Frances R, Gonzdlez-Navajas
IM, Zapater P, Muiioz C, Cafio R, Pascual S, et al. Bacte-
rial DNA induces the complement system activation in
serum and ascitis fluid from patients with advanced cirr-
hosis. J Clin Immunol 2007; 27 (4): 438-44). En conjun-



602 J.M. GONZALEZ-NAVAJAS ET AL.

to, estos datos indican con solidez que el ADN bacteriano
desencadena una respuesta inmunitaria proinflamatoria
dependiente de células T en los pacientes con cirrosis, y
avala la idea de un subgrupo de pacientes no tratados y
con perfil proinflamatorio que podrian tener consecuen-
cias clinicas y complicaciones graves, en relacién o no
con la PBS.

Esto nos lleva a la tdltima investigacion desarrollada
por nuestro grupo, en la que realizamos un estudio multi-
céntrico prospectivo para analizar el significado prondsti-
co de la presencia de ADN bacteriano en el suero y el LA
de 141 pacientes con cirrosis y ascitis estéril, ya publica-
do en forma de abstract (27). En este estudio hallamos
una tasa de mortalidad significativamente mayor entre
los pacientes con presencia de ADN bacteriano durante
un periodo de tres meses después del ingreso en el estu-
dio. Curiosamente, seis de las siete muertes ocurridas en-
tre los enfermos con ADN bacteriano positivo se produ-
jeron en los diecisiete dias posteriores a la deteccion de
fragmentos del ARNr de 16S en estos pacientes, mientras
que no hubo muertes entre los pacientes sin tales frag-
mentos. Ademds, los niveles de NOx en suero y LA fue-
ron significativamente mayores en estos pacientes con
presencia de ADN bacteriano.

Lo mds importante es que, cuando analizamos la su-
pervivencia seglin la presencia de ADN bacteriano, los
pacientes presentaban supervivencias similares con inde-
pendencia de la edad y los niveles de NOx, y que la tinica
relacion significativa se establecié entre la presencia o
ausencia de ADN bacteriano y la muerte. En este sentido
ya habiamos indicado que la presencia de ADN bacteria-
no en el suero y el LA de los pacientes con cirrosis y asci-
tis estéril podia identificar a un subgrupo de pacientes
con un marcado perfil proinflamatorio capaz de provocar
graves complicaciones clinicas (se expuso anteriormen-
te). Ahora, estos datos de supervivecia suponen la prueba
necesaria para confirmar aquella hipétesis, y que la pre-
sencia de ADN bacteriano constituye un factor indepen-
diente que predice la mortalidad en el corto plazo.

El hecho de que el ADN bacteriano se haya también
asociado a un aumento del NOx macrofagico (11), un va-
sodilatador bien conocido, nos lleva a proponer un meca-
nismo por el que la presencia de ADN bacteriano en un
paciente aumenta la sintesis local de NOx, deteriorando
asi una situacién hemodindmica ya inestable, facilitando
la aparicién de mds episodios de TB y conduciendo final-
mente a la aparicion de diferentes complicaciones clini-
cas, no necesariamente relacionadas con la PBS, y a una
mortalidad mayor.

RESUMEN Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

En los dltimos afos ha habido un considerable avance
en nuestros conocimientos del papel que desempeiia el
ADN bacteriano en la regulacion de las respuestas inmu-
nitarias de los pacientes con cirrosis y ascitis no neutroci-
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tica y con cultivo negativo. Como se ha expuesto en esta
revision, hemos descrito en primer lugar la presencia de
ADN bacteriano en alrededor del 35% de los pacientes
con las caracteristicas mencionadas, junto con una mar-
cada preactivacion de los mediadores proinflamatorios y
el NOx por los macréfagos peritoneales. En segundo lu-
gar, hemos probado en un modelo animal de cirrosis que
el ADN bacteriano estd siempre al mismo tiempo en los
GLM vy los distintos liquidos bioldgicos, lo que indica
que la deteccion de estos fragmentos bacterianos real-
mente se asocia a los episodios de TB. Tercero, la cinéti-
ca de la eliminacion del ADN bacteriano mostré que tales
fragmentos son capaces de alcanzar el LA en al menos
dos patrones secuenciales distintos, lo que indica la exis-
tencia de episodios repetidos de TB. Y finalmente aporta-
mos pruebas de que la presencia de ADN bacteriano en
sangre y LA se relaciona con una mayor tasa de mortali-
dad y constituye un factor independiente capaz de prede-
cir la supervivencia en el corto plazo.

Como la deteccion del ADN bacteriano y la presencia
de otras afecciones clinicas, como una mayor permeabili-
dad o el sobrecrecimiento de bacterias intestinales, no
son tenidas en cuenta por los sistemas prondsticos habi-
tuales, como las escalas de Child-Pugh o MELD, seguir
explorando el valor diagndstico o el papel causal del
ADN bacteriano podria aportarnos una potente herra-
mienta al considerar los tratamientos. Si suponemos,
como sugieren claramente los datos que hemos expuesto,
que la presencia de ADN bacteriano indica un deterioro
del paciente acompafiado de respuesta inflamatoria y de
la liberacién de mediadores solubles como el NOx que fi-
nalmente afectan a la supervivencia, podria pensarse en
realizar un ensayo clinico sobre la profilaxis primaria en
pacientes con ADN bacteriano.
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