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-:  Triclorometil 
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El Servicio de Patología Digestiva del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau a parte de su 

labor asistencial, ha dedicado un gran esfuerzo para trabajar en el estudio de las enfermedades 

digestivas y hepáticas tanto en el campo de la investigación clínica como básica. Una de las 

áreas de investigación del Servicio se centra en el estudio de las complicaciones de la cirrosis.  

En las últimas décadas varios han sido los grupos de investigación que se han interesado 

en este tema y, gracias al trabajo realizado, se han conseguido grandes avances en el manejo y 

tratamiento de las complicaciones de la cirrosis. 

La presente Tesis Doctoral consta de dos estudios básicos publicados en dos revistas de 

prestigio internacional de la especialidad. Estos estudios se han llevado a cabo gracias a la 

estrecha relación del Servicio de Patología Digestiva con los Servicios de Microbiología, 

Immunología y Anatomía Patológica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y con la inestimable 

colaboración del Grupo de Enfermedades Hepáticas del Hospital General Universitario de 

Alicante (CIBERehd), así como con la ayuda de las instituciones: CIBERehd, Instituto de Salud 

Carlos III (Madrid) y de la empresa Research and Development Centocor (USA) que confió en 

nosotros. 

Esta Tesis basa su trabajo en el desarrollo de un modelo experimental de cirrosis y 

peritonitis bacteriana inducida mediante la inoculación intraperitoneal de Escherichia coli y en 

estudiar el efecto de la administración de un tratamiento antibiótico asociado o no a un 

inmunomodulador anti-TNFα sobre la mortalidad en ratas cirróticas con peritonitis bacteriana 

inducida. 

Tras una breve revisión de conceptos, expondremos el diseño y los resultados de nuestros 

estudios, presentaremos una discusión de los resultados y a continuación se establecerán las 

conclusiones finales de los estudios. 
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1. CIRROSIS 

1.1. EPIDEMIOLOGÍA Y ETIOLOGÍA DE LA CIRROSIS 

La cirrosis es una enfermedad frecuente y grave, siendo una de las causas crecientes de 

morbilidad y mortalidad en los países desarrollados. Las causas que originan enfermedades 

hepáticas son mayoritariamente prevenibles, como las hepatitis víricas, el consumo excesivo de 

alcohol y las relacionadas con el trastorno del metabolismo (obesidad, diabetes, hiperlipemia, 

etc.). Otras causas de cirrosis son aquellas desencadenadas por fármacos que pueden producir 

una reacción hepatotóxica y otras de origen genético (hemocromatosis, enfermedad de Wilson, 

etc.). 

En la mayoría de países desarrollados se produce un descenso en la mortalidad por cirrosis 

debido al conocimiento de las consecuencias del consumo excesivo de alcohol, a la vacunación 

de la hepatitis B y, también, a un mejor manejo de las complicaciones de la cirrosis y a la 

utilización de nuevos fármacos para eliminar la infección por el virus C de la hepatitis y por un 

mejor control de la infección por virus B. A pesar de esta tendencia favorable, los casos de 

cirrosis podrían mantenerse en los próximos años debido al incremento del sobrepeso (1) y al 

consumo todavía elevado de alcohol (2, 3). 

1.2. CURSO CLÍNICO DE LA CIRROSIS Y COMPLICACIONES DE LA CIRROSIS 

La mayor morbilidad y mortalidad de los pacientes con enfermedades hepáticas crónicas se 

produce cuando desarrollan cirrosis (4). El curso clínico de la cirrosis empieza con una fase 

asintomática llamada cirrosis compensada  hasta llegar a la fase de cirrosis descompensada  

cuando aparecen determinadas complicaciones clínicas como ascitis, sepsis, disfunción renal, 

hemorragia gastrointestinal por hipertensión portal, encefalopatía hepática o peritonitis bacteriana 

espontánea (PBE) (5).  

Además, la cirrosis es el factor de riesgo más importante para la aparición de cáncer de 

hígado o hepatocarcinoma (6, 7). 
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Figura 1: Evolución de la enfermedad hepática crónica. (Imagen extraída de Garcia-Tsao et al., 
Hepatology, 2010 ) 

 

La cirrosis estuvo considerada, desde una perspectiva clínica, como el punto de no retorno 

de la enfermedad que conllevaba invariablemente a la muerte a no ser que se realizara un 

trasplante hepático. Últimamente esta percepción de no retorno de la cirrosis ha ido cambiando, 

debido en parte a una disminución de la mortalidad (8-10). 

1.2.1.  INFECCIONES BACTERIANAS 

Las infecciones bacterianas  en los pacientes con cirrosis, son más comunes que en la 

población general (11). A su vez, la incidencia es superior en aquellos con cirrosis descompensada 
(12, 13). Las causas de la mayor susceptibilidad de estos pacientes a padecer infecciones 

bacterianas son diversas y están relacionadas con el deterioro funcional hepático, la 

instrumentalización de los pacientes que son ingresados por otras causas (colocación de 

catéteres, sondas, exploraciones agresivas, etc.), trastornos en la capacidad bactericida del 

líquido ascítico, alteraciones inmunológicas que se acentúan conforme evoluciona la enfermedad, 

así como el consumo de alcohol, la malnutrición y factores nosocomiales (14). 

La mayoría de infecciones son producidas por bacterias gramnegativas de origen intestinal, 

en especial enterobacterias. Las bacterias grampositivas también son frecuentes, sobre todo en 

los pacientes hospitalizados. Las bacterias gramnegativas más frecuentes en cultivos son: 

Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia spp. y Enterobacter spp. y como 

grampositivas neumococo, enterococo y listeria. También se suelen encontrar algunas especies 

de Pseudomonas. Los cocos grampositivos han ido aumentando en los últimos años, 

seguramente debido a la utilización de antibióticos de amplio espectro para el tratamiento de la 
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PBE, o a la descontaminación intestinal selectiva profiláctica (11, 15, 16). La aparición de resistencias 

a los tratamientos empíricos ha resultado un problema muy importante en la práctica clínica 

actual (14, 17), de ahí que sea relevante el estudio de nuevas estrategias que busquen alternativas 

a la utilización de antibióticos. 

1.2.2.  TIPOS DE INFECCIONES BACTERIANAS EN PACIENTES CON CIRROSIS 

Los pacientes con cirrosis hepática pueden desarrollar cualquier tipo de infección. Sin 

embargo, las más frecuentes suelen ser urinarias (25%), bacteriemias (5%), respiratorias (15%) y 

las del líquido ascítico como la PBE (44%). Otras infecciones menos frecuentes son las celulitis, 

las endocarditis, artritis u osteomielitis. 

Las bacteriemias y las infecciones del líquido ascítico pueden ser espontáneas o primarias , 

es decir, cuando se producen por bacterias procedentes habitualmente del propio intestino sin 

signos de infección focal, o bien infecciones secundarias , aquellas que se adquieren a partir de 

un foco infeccioso local que puede situarse en diversos territorios.  

Las infecciones bacterianas también se clasifican teniendo en cuenta dónde se adquieren 

como extrahospitalarias  cuando las infecciones se inician fuera del hospital, es decir, cuando el 

paciente no está ingresado, y las intrahospitalarias o nosocomiales  que se adquieren en el 

hospital. Actualmente, los nuevos abordajes a los que están sometidos los pacientes con 

enfermedades hepáticas, como son frecuentes visitas al hospital de día o a salas de urgencias, 

han llevado al desarrollo de nuevos tipos de infecciones donde la fuente de adquisición de las 

infecciones está relacionada con el momento en el cual han asistido al sistema de asistencia 

sanitaria, dando lugar a infecciones que presentan características diferentes y peculiares y que se 

encuentran entre las extrahospitalarias y las nosocomiales. De esta forma se diferencian las 

infecciones nosocomiales como aquellas adquiridas en el ámbito hospitalario y que se 

diagnostican en las 48 horas posthospitalización; las adquiridas en la comunidad  cuando el 

paciente no ha tenido contacto con el sistema sanitario en los últimos 30 días; y las relacionadas 

con el sistema de asistencia sanitaria  como aquellos casos que han tenido un contacto previo 

con el sistema nacional de salud, una reciente hospitalización, diálisis, o residencia en un centro 

sociosanitario (14, 18, 19). 

1.2.3.  TRASLOCACIÓN BACTERIANA 

La mayoría de infecciones en pacientes cirróticos son producidas por bacterias entéricas. 

Estas bacterias han de encontrar la manera de cruzar el epitelio intestinal. A este concepto se le 

conoce como traslocación bacteriana (TB) .  
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La definición de TB ha ido evolucionando en el tiempo. Inicialmente, se estableció como el 

paso de bacterias a través del epitelio de la mucosa del tracto gastrointestinal a la lámina propia y 

de allí a los ganglios linfáticos mesentéricos (GLM) y a otros órganos (20, 21). Posteriormente, Bellot 

y colaboradores definieron TB viable  al paso de bacterias viables y TB no viable  al paso de 

productos bacterianos como endotoxinas, lipopolisacárido (LPS), ácido lipoteicoico, ADN 

bacteriano, peptidoglicanos, etc. (20, 22-24). Más recientemente se ha diferenciado TB patológica  de 

TB fisiológica  (13, 25). TB se considera fisiológica en condiciones normales, en ausencia de una 

patología, y TB patológica, por ejemplo la que encontramos en la cirrosis hepática avanzada (22, 

26). 

Los cambios acontecidos en la homeostasis entre la flora bacteriana normal o 

microbiota , la permeabilidad de la barrera intestinal  y en el sistema inmune (27, 28), así como 

la sensibilidad individual de cada paciente cirrótico, favorecen la TB (20). Por lo tanto, cambios en 

la flora bacteriana intestinal, como pueden ser el sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI) 

(aumento del número de bacterias) o la disbiosis (alteración en la composición bacteriana) son 

una de las principales causas de TB y de PBE en pacientes con cirrosis (21, 28). El SBI ocurre 

predominantemente en el intestino delgado (21, 29-31). Existen varias causas que pueden explicar el 

SBI, como pueden ser: alteraciones en el tracto gastrointestinal, cambios en el pH gástrico, en la 

secreción de ácidos biliares, en la motilidad intestinal, la presencia de péptidos antimicrobianos, la 

hipertensión portal (21, 27, 32-37). En ausencia de SBI también ocurre TB (0-15%), y por tanto por si 

solo el SBI no es suficiente para que ocurra siempre TB. Los cambios en la barrera intestinal, 

como las alteraciones en la adherencia bacteriana o de la permeabilidad intestinal y las 

alteraciones inmunológicas locales pueden también favorecer la TB (13, 25).  
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Figura 2: Evolución de la traslocación bacteriana en la evolución de la cirrosis. De TB fisiológica a TB 
patológica. (Imagen extraída de Reiner Wiest et al., J hepatol, 2014 ) 
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1.2.4.  PERITONITIS BACTERIANA ESPONTÁNEA  

La PBE se define como la infección del líquido ascítico, que cursa con un recuento de 

polimorfonucleares (PMN) en líquido ascítico mayor o igual a 250/mm3 con cultivo positivo o 

negativo y en ausencia de causa intraabdominal aparente (perforativa o no perforativa) causante 

de la contaminación del líquido ascítico (38). 

La PBE es una complicación frecuente y severa en los pacientes cirróticos que han 

desarrollado ascitis. La mayoría de episodios de PBE son producidos por bacterias entéricas 

gramnegativas y normalmente son monomicrobianos (39, 40), siendo E. coli la especie responsable 

con mayor frecuencia, seguida de Klebsiella spp., aunque en un 25% de los casos se detectan 

cocos grampositivos, especialmente Streptococcus spp. (39). Las bacterias anaerobias, hongos y 

los cultivos polimicrobianos representan menos de un 5% del total, debiendo descartarse siempre 

en estos casos una peritonitis bacteriana secundaria (PBS). 

En la patogénesis de la PBE juegan un papel relevante la microbiota intestinal (41), la 

permeabilidad intestinal (42-47), la TB y las alteraciones en el sistema inmune (48). Estas 

alteraciones favorecen el paso de determinadas bacterias invasivas y/o endotoxinas u otros 

productos bacterianos a la sangre y a otros fluidos, como el líquido ascítico (49), donde se 

desarrollará la infección si los mecanismos defensivos del propio líquido no son capaces de 

aclarar las bacterias que lo colonizan (50-53). 

En los pacientes con cirrosis hepática el riesgo de desarrollar un episodio de PBE depende 

de múltiples factores como la severidad de la insuficiencia hepática, la presencia de hemorragia 

digestiva, la concentración de proteínas en líquido ascítico, el alcoholismo, la malnutrición, la 

instrumentalización (sondaje vesical, catéteres endovenosos, endoscopias terapéuticas, etc.) a la 

que son sometidos los pacientes con cirrosis que ingresan en el hospital por causas diversas (19, 

54, 55). 

Aunque los pacientes sobreviven al primer episodio de PBE, tienen una alta probabilidad de 

recidiva de la infección, ya que entre el 35 y 69% desarrollarán otro episodio de PBE en el plazo 

de un año, si no se toman medidas preventivas (56). 

En función de las características del líquido ascítico se han descrito diversas variantes de la 

infección del líquido ascítico:  

� PBE con cultivo positivo : se define como la infección del líquido ascítico en la cual el 

recuento de PMN en líquido ascítico es >250/mm3 y el cultivo es positivo.  

�  PBE con cultivo negativo o ascitis neutrocítica cultivo negativo : se considera cuando 

el recuento de PMN en líquido ascítico es >250/mm3 pero el cultivo es negativo, en 

ausencia de tratamiento antibiótico previo o de otra causa que aumente los PMN en 
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líquido ascítico como hepatocarcinoma, carcinomatosis peritoneal, tuberculosis o 

pancreatitis.  

� Bacteriascitis monomicrobiana : se define cuando hay colonización del líquido ascítico 

por una bacteria sin reacción inflamatoria secundaria (recuento de PMN <250/mm3). 

� Bacteriascitis polimicrobiana : se produce como consecuencia de una punción 

inadvertida de un asa intestinal durante una paracentesis, siendo el recuento de PMN 

normal y el cultivo positivo para dos o más gérmenes.  

� Peritonitis bacteriana secundaria (PBS ): ocurre por el paso directo de gérmenes al 

líquido ascítico debido a perforación de una víscera hueca o de un absceso 

intraabdominal. El cultivo suele ser polimicrobiano y el recuento de PMN es >250/mm3. 

En los pacientes cirróticos con alto riesgo de presentar infecciones es importante intentar 

prevenir las infecciones bacterianas mediante la profilaxis , dado el mal pronóstico de los 

pacientes cirróticos que desarrollan una infección bacteriana o una PBE. Medidas útiles podrían 

ser: la abstinencia alcohólica, reducir o evitar el ingreso hospitalario y la instrumentalización 

innecesaria (sondajes, etc.), mejorar el estado nutricional de los pacientes y prevenir otras 

complicaciones de la cirrosis. Sin embargo, la administración de antibióticos orales o intravenosos 

han demostrado ser la medida profiláctica más efectiva (19) como pueden ser: la 

descontaminación intestinal selectiva  que se realiza mediante la administración de antibióticos 

orales poco absorbibles como el norfloxacino  que actúa sobre los bacilos aerobios 

gramnegativos de la flora intestinal, preservando el resto de bacterias comensales y la 

administración de β-bloqueantes  como prevención primaria o secundaria de la hipertensión 

portal (57, 58). Gracias a la profilaxis de la PBE la incidencia de infecciones en pacientes con ascitis 

se ha conseguido reducir (59).  

El tratamiento de la PBE , en la actualidad, es un tratamiento hospitalario (60). 

Inmediatamente después del diagnóstico de la PBE, se realiza tratamiento antibiótico empírico 

temprano, debiéndose mantener hasta 24-48 horas después de confirmar la resolución de la 

infección mediante paracentesis y normalización del recuento de PMN (<250/mm3). Actualmente 

las cefalosporinas de 3ª generación  están consideradas como el tratamiento de elección ya que 

ofrecen una mayor tasa de resolución de la infección, menores complicaciones (nefrotoxicidad de 

los aminoglicósidos) y mayor supervivencia que el tratamiento clásico con ampicilina asociada a 

un aminoglicósidos (61). Los tratamientos más recomendados son cefotaxima  o ceftriaxona  

intravenosos. Otras cefalosporinas (cefonicid, ceftazidima, ceftizoxima ) tienen eficacia similar 

pero no son tan utilizados en la práctica clínica habitual. La resolución de PBE con estos 

antibióticos es cercana al 90% de los casos. También la utilización de quinolonas  puede ser útil 

para el tratamiento la PBE, cuando la situación clínica del paciente lo permite, es decir, cuando el 
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paciente no presente signos de shock, íleo paralítico, encefalopatía hepática, hemorragia 

digestiva o insuficiencia renal (62).  

En los últimos años se están detectando un aumento de infecciones causadas por bacterias 

resistentes a cefalosporinas de 3ª generación (19) como consecuencia de su amplio uso en estos 

pacientes, tanto como tratamiento de las infecciones, como profilaxis de la infección. Este 

fenómeno se produce especialmente en las infecciones nosocomiales y en las infecciones en 

pacientes que han tenido contacto reciente con el hospital, por lo que en los pacientes en los que 

se sospecha una infección por estas bacterias o bien en los que no responden adecuadamente al 

tratamiento convencional en las primeras 24 horas, es preferible administrar carbapenems . 

La expansión de volumen plasmático con albúmina humana  endovenosa se ha visto 

que es útil asociado al antibiótico, consiguiendo reducir la incidencia de la insuficiencia renal y 

mejorando la supervivencia en pacientes con PBE (63, 64).  

Con todas estas estratégicas en la profilaxis y tratamiento, el pronóstico a corto plazo de los 

pacientes con PBE ha mejorado extraordinariamente en las últimas décadas, pasando de una 

mortalidad inicial de casi el 100% (65), hasta conseguir en la actualidad reducirla aproximadamente 

a un 20-30% (66, 67). El uso de antibióticos, por tanto, es eficaz en pacientes con PBE, pero su uso 

excesivo da lugar a la aparición de multiresistencias bacterianas, donde la utilización de terapias 

antibióticas convencionales no son útiles, aumentando por tanto la mortalidad. A su vez, el 

pronóstico de los pacientes que sobreviven a un episodio de PBE sigue siendo malo a largo plazo 

(la supervivencia es de un 30% al año y del 20% a los dos años de seguimiento) y entre un 40%-

70% de los pacientes que sobreviven a un episodio de PBE presentarán una nueva infección en 

el periodo de un año, si no se toman medidas preventivas (56).  

De ahí la necesidad de buscar nuevas estrategias tanto para prevenir como para tratar 

infecciones en pacientes cirróticos que lleven a mejorar la supervivencia. Las evidencias 

publicadas hasta ahora son bastante limitadas: se postula por la utilización de probióticos, 

betabloqueantes no selectivos o soluciones de ácidos biliares (33, 58, 68-70). Estas estrategias aunque 

parecen prevenir la TB y la PBE en modelos experimentales, ninguna de ellas es tan efectiva 

como la utilización de antibióticos.  

2. ESTADO PROINFLAMATORIO EN LA CIRROSIS  

Los pacientes con cirrosis hepática presentan un marcado estado proinflamatorio  

sistémico , caracterizado por un aumento de los niveles circulantes de citoquinas y otros 

mediadores proinflamatorios (41, 53, 71-76). Este aumento de citoquinas es dependiente del estadio 

de la enfermedad (53, 71, 77-79). En las fases descompensadas se producen cambios a nivel sérico 
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de diferentes mediadores proinflamatorios como un aumento en la producción de óxido nítrico 

(NO) (80) así como de niveles de citoquinas proinflamatorias como: factor de necrosis tumoral alfa 

(TNFα), interferón gamma (IFNγ), interleuquina 1 beta (IL-1β) e interleuquina 6 (IL-6) (53, 71, 79) y 

también de mediadores antiinflamatorios como la interleuquina 10 (IL-10) y receptores solubles de 

IL-1β y de TNFα (78, 81). 

2.1.  FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF α) 

El TNFα es considerado el mediador principal de la respuesta inmune innata frente a las 

bacterias gramnegativas. El aumento desproporcionado de TNFα en pacientes cirróticos con 

ascitis e infecciones bacterianas se cree que está relacionado directamente con las causas de 

muerte. 

El TNFα es una potente citoquina proinflamatoria que ejerce diferentes efectos estimulando 

a numerosos tipos celulares diferentes. Es una proteína soluble de 17 kd compuesta por 3 

subunidades idénticas. Una vez sintetizado el TNFα, puede encontrarse insertado en la 

membrana celular o bien de forma soluble en el plasma (82).  

La respuesta del TNFα depende directamente de su unión a su receptor. Existen 2 tipos 

diferentes de receptores (83, 84): 

� Receptor del factor de necrosis tumoral I: (TNF-RI) de 55 kd codificado en el gen p55 

� Receptor del factor de necrosis tumoral II: (TNF-RII) de 75 Kd codificado en el gen p75  

El dominio transmembrana de los receptores de TNFα es susceptible a la lisis por 

proteasas, liberando la forma soluble del receptor:  

� Receptor soluble del factor de necrosis tumoral I (sTNF-RI) 

� Receptor soluble del factor de necrosis tumoral II (sTNF-RII) 

La afinidad del TNFα por el receptor es inusualmente baja para una citoquina. Sin embargo, 

el TNFα se sintetiza en cantidades elevadas y puede saturar fácilmente al receptor. Los dos tipos 

de receptores están presentes en los fluidos corporales, pudiendo actuar como inhibidores 

competitivos del receptor de superficie celular (85, 86). Las dos formas, la soluble y la de membrana, 

son activas, aunque la soluble se considera biológicamente más activa. 

2.1.1.  EFECTOS MÁS RELEVANTES DEL TNF α EN LA CIRROSIS HEPÁTICA 

Son muchos los efectos que produce el TNFα en la cirrosis hepática, donde podemos destacar: 

� En el hígado  produce daño estructural favoreciendo la progresión de la fibrosis y la 

apoptosis (87). También produce activación de macrófagos y células estrelladas hepáticas, 

aumentando la resistencia vascular intrahepática (83, 84, 88, 89). Además, las células hepáticas 
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no inmunes como: las células endoteliales, las células epiteliales biliares y las células 

estrelladas hepáticas, son capaces de producir TNFα ante una respuesta a productos 

bacterianos a través de los toll-like receptor (TLR) (44, 90). 

� En la mucosa intestinal  favorece la progresión de la inflamación. Produce daño en la 

barrera intestinal, altera la estructura y la función de membrana y aumenta la 

permeabilidad intestinal favoreciendo cambios en la organización de las uniones 

intercelulares tipo tight-junction favoreciendo la TB (91, 92). 

� A nivel circulatorio  favorece alteraciones vasculares. Los productos bacterianos inducen 

la síntesis de TNFα, entre otros mediadores proinflamatorios como el NO (47). El TNFα y 

los productos de óxido nítrico: nitritos y nitratos (NOx) producen vasodilatación arterial 

esplácnica, una de las principales causas del síndrome circulatorio hiperdinámico. Estas 

alteraciones hemodinámicas favorecen el deterioro de la función hepática y el síndrome 

hepatorenal. 

� A nivel renal,  niveles elevados de TNFα, IL-6 y NOx inducen el desarrollo de la 

insuficiencia renal en pacientes cirróticos que tienen PBE (40, 93). 

2.2.  NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS MODULADORAS DE LA RESPUESTA 

INFLAMATORIA  

Para el tratamiento de enfermedades inflamatorias se están estudiando varias estrategias 

basadas en la modulación de citoquinas como la neutralización de citoquinas, los receptores 

de bloqueo  y la activación de vías antiinflamatorias (94). 

Dentro de los tratamientos con neutralización de citoquinas  podemos encontrar los 

receptores solubles o los anticuerpos monoclonales cuyas funciones son evitar que la 

citoquina se una a la superficie celular mediante la unión a un receptor soluble, a un antagonista 

natural o bien a un anticuerpo monoclonal. Los tratamientos con neutralización de citoquinas con 

inhibidores del TNF α como los anti-TNF α pueden ayudar a suprimir la inflamación (95). La 

terapia biológica utilizando anti-TNFα para inhibir el TNFα, ha ido evolucionando desde los 70 

hasta nuestros días y se ha convertido en un tratamiento ampliamente utilizada, seguro y eficaz 

para los pacientes con diversas enfermedades inflamatorias crónicas tales como la artritis 

reumatoide, la espondilitis anquilosante, la artritis psoriásica, la psoriasis y, en el campo de la 

patología digestiva, la enfermedad inflamatoria intestinal (96-102). Los anti-TNFα más utilizados 

actualmente son anticuerpos monoclonales o bien proteínas de fusión obtenida mediante la fusión 

de una porción del receptor soluble del TNFα con un fragmento de inmunoglobulina G humana 
(103, 104). 
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Figura 3: Evolución de la terapia anti-TNF α en las enfermedades inflamatorias. (Imagen extraída de Marc 
Feldmann et al., Nature, 2002 ) 

El bloqueo de la capacidad de un receptor para unirse a su citoquina  es otra de las 

estrategias para interrumpir la transducción de señales. Esto se puede lograr ya sea con 

antagonistas naturales de los receptores , o con anticuerpos contra receptores de 

citoquinas . La cantidad de antagonista debe ser lo suficientemente importante como para 

bloquear a la mayoría de los receptores durante largos períodos.  

Ciertas citoquinas inmunorreguladoras  tales como la IL-10 y la IL-4 podrían ser útiles 

para disminuir la inflamación (105-107). Sin embargo, sus efectos son pleiotrópicos. Son citoquinas 

proteicas de bajo peso molecular o glicoproteínas con una vida media corta, y mantener 

concentraciones séricas terapéuticas de citoquinas antiinflamatorias es difícil y costoso. Una 

solución potencial sería el uso de la terapia génica  que induciría la continua síntesis de 

citoquinas antiinflamatorias terapéuticas. 

 



INTRODUCCIÓN  25 

 

 

Figura 4: Formas de bloqueo de citoquinas proinflamatorias. (Imagen modificada extraída de Ernest HS 
Choy et al., N Engl J Med, 2001 ) 

 

2.3. NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS MODULADORAS DE LA RESPUESTA 

INFLAMATORIA EN LA CIRROSIS 

Debido al efecto potencialmente patológico de la inflamación y el daño que produce en el 

hígado, entre otros órganos se ha postulado como una buena diana terapéutica la modulación de 

la respuesta inflamatoria en el campo de la cirrosis (53, 71, 75).  

Se han llevado a cabo diversos trabajos con este fin entre los que se incluyen: 

� La descontaminación bacteriana intestinal , que reduce el paso de productos 

bacterianos, tales como LPS a la circulación sistémica, disminuyendo la producción de 

TNFα por células del sistema inmune activado y atenuando la vasodilatación periférica (53, 

75, 87, 108). 

� Inhibiendo la síntesis del TNF α en modelos experimentales de cirrosis e hipertensión 

portal. Ejemplos de este tipo de terapia son por un lado estudios en el que se utilizó el 

bloqueo de la señal producida por la inducción de la producción de TNFα y NO utilizando 

Tyrphostin , un inhibidor especifico de la protein tyrosine kinase, consiguiendo mejorar el 

estado hiperdinámico. La utilización de Talidomida,  un derivado del ácido glutámico, que 

inhibe selectivamente la producción de TNFα mediante la degradación del RNA 
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mensajero, también se ha utilizado para reducir la síntesis de TNFα y descender los 

niveles de NO en un modelo de hipertensión portal prehepático (61, 100). 

� Bloqueo del TNF α utilizando anticuerpos monoclonales anti-TNF α consiguiendo 

atenuar la necrosis hepática y la inflamación en un modelo crónico en ratas bajo 

exposición a etanol. En otro estudio en ratas con estenosis de la vena porta se inhibió el 

TNFα circulante mediante la utilización de anticuerpo policlonal anti-TNFα permitiendo 

conseguir una acción compensatoria inmunitaria (73, 109).  

� Tratamientos con inmunomoduladores biológicos que inhiben específicamente el 

TNFα producido por los monocitos activados por LPS, como el AM3 cuyos componentes 

activos son glicoconjugados compuestos de un polisacárido de α-glucomanan de Candida 

utilis y las proteínas de empaquetamiento Ricc3 de Ricinus communis (110, 111). Posee 

efectos reguladores sobre la inmunidad innata y adaptativa en modelos experimentales y 

clínicos de inflamación (112-115). En un modelo de ratas con cirrosis descompensada se ha 

observado que normaliza la producción de TNFα no solo atenuando el estado 

proinflamatorio sistémico y hepático, sino que disminuye la fibrosis hepática y revierte 

parcialmente el estado circulatorio hiperdinámico sin aumentar la susceptibilidad a 

infecciones bacterianas (116-119). 

3. MODELOS EXPERIMENTALES DE CIRROSIS 

La investigación en medicina se basa principalmente en tres fuentes de conocimiento: el 

paciente, las necropsias y el animal de experimentación. Los modelos experimentales se definen 

como cualquier sistema, lógico, físico o biológico capaz de simular total o parcialmente el proceso 

que pretendemos estudiar. Los modelos animales son los modelos más complejos y cercanos 

posibles a las condiciones reales. Se considera que un modelo experimental es un buen modelo 

si cumple una serie de requisitos, como que sea robusto, reproducible y que sea lo más 

semejante posible a la enfermedad que causa en humanos. Han de ser capaces de producir 

cambios patológicos discretos y graduales y conseguir una alta reproducibilidad y baja mortalidad. 

Los modelos experimentales en cirrosis ya se abordaron desde 1936 por Cameron y 

colaboradores (120) y, posteriormente, Korpassy Kovacs describió un modelo de cirrosis inducida 

por la administración crónica de ácido tánico en rata (121). También se desarrollaron otros modelos 

en animales de mayor tamaño, como perros (122, 123). Sin embargo, la necesidad de utilizar 

grandes cantidades de animales, los gastos y las instalaciones de estabulación impulsaron a los 

investigadores a desarrollar modelos de cirrosis en ratas a través de la administración de toxinas 

o mediante la ligadura del conducto biliar (124-127).  
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Los modelos animales en el estudio de la fibrosis y cirrosis se utilizan para mejorar la 

comprensión de la patogénesis, en el diagnóstico, en el pronóstico, y para encontrar mejores 

herramientas terapéuticas. Sin embargo, hasta la fecha, no existe un modelo que reproduzca 

todas las características de las enfermedades hepáticas en el humano y en muchos casos no hay 

modelos disponibles para todas las enfermedades. 

La investigación experimental de la fibrosis se ha realizado básicamente en roedores: rata y 

ratón (128, 129). Los modelos de fibrosis se desarrollaron primero en rata y posteriormente se 

adaptaron a ratón debido a las ventajas genéticas que pueden ofrecer estos animales.  

La utilización de agentes hepatotóxicos  administrados de forma repetida es la manera 

clásica para inducir fibrosis hepática, siendo capaz de producir inflamación hepática y 

fibrogénesis. La tioacetamida, la dimetilnitrosamida , la dietilnitrosamida y el tetracloruro de 

carbono (CCl 4) son los más comúnmente utilizados. A continuación nos centraremos en el 

modelo del CCl4, que es el modelo a partir del cual desarrollamos nuestros modelos en esta 

Tesis. 

3.1. MODELO DE INDUCCIÓN DE CIRROSIS POR CCL 4 

El modelo de inducción de cirrosis por CCl4 es el modelo que mejor reproduce algunas de 

las características más relevantes de la cirrosis humana como la hipertensión portal, la 

inflamación hepática y sistémica, la formación de fibrosis, el síndrome de circulación 

hiperdinámica, la formación de ascitis, la TB a los GLM, las infecciones bacterianas y la regresión 

potencial de la fibrosis, entre otros (124, 130-138). Es una gran herramienta para determinar tanto los 

mecanismos patogénicos de la cirrosis como para la caracterización de sus alteraciones 

inmunológicas (75), debido a su gran paralelismo con el estado proinflamatorio sistémico descrito 

en pacientes (79).  

El CCl4 es una sustancia de elevada hepatotoxicidad. El CCl4 no es tóxico per se, sino que 

sus efectos tóxicos son atribuibles a la generación del radical reactivo triclorometil (CCl3
-) tras ser 

metabolizado por el citocromo p450 por el enzima CYPE1  expresado en los hepatocitos 

perivenulares del hígado (139), con mínima expresión extrahepática y, por tanto, no ocasiona daño 

en otros órganos. El CCl3
- produce efecto citotóxico y peroxidación lipídica y daño hepático celular 

(140-143). 

Desde su primera utilización en perros para inducir cirrosis, se ha utilizado principalmente 

en roedores: primero en ratas y posteriormente se adaptó a ratones, cerdos, conejos y primates 
(124, 144-146).  

El CCl4 se administra conjuntamente con fenobarbital , añadido al agua de bebida. El 

fenobarbital produce un aumento en la actividad del citocromo p450 en el retículo endoplasmático 

liso, y acelera el desarrollo de la fibrosis haciendo que la acción del CCl4 sea más efectiva (147, 148). 
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Se han descrito diferentes métodos de administración: subcutánea, intramuscular, 

intraperitoneal (149), orogástrica (150, 151) o por inhalación (152, 153). La administración orogástrica de 

CCl4 es posiblemente el método más utilizado sobretodo en el estudio de la fibrosis y de las 

infecciones bacterianas. Proctor desarrolló un modelo de fibrosis mediante la administración por 

sondaje gástrico de CCl4 en ratas Wistar (150). Runyon, posteriormente, optimizó la dosis en 

función de la variación de peso de la rata tras la administración orogástrica de CCl4, permitiendo 

así conseguir una elevada incidencia de ascitis y describiendo por primera vez la PBE en un 

modelo animal de cirrosis hepática. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de un peso entre 100-120 

g con fenobarbital en el agua de bebida de forma ad libitum a una dosis de 1,5 nmol/l. Cuando los 

animales llegan a los 200 g, inician la inducción de cirrosis con 20 µl. La dosificación irá 

aumentando en función de la variación de peso entre el día de la inducción y a las 48 horas 

después de tomar el tóxico. Una vez aparece ascitis la dosis de mantenimiento es de 40 µl. Con 

esta individualización de la dosis se consigue una elevada incidencia de cirrosis y de desarrollo 

de ascitis entre la semana 7 y la 22. Este modelo tiene una elevada mortalidad (50-55%), y suele 

ocurrir alrededor de las primeras semanas debido a la toxicidad aguda del CCl4 
(136). Es sin duda 

el modelo más utilizado para estudios de la cirrosis hepática, la PBE y las bacteriemias (27, 28, 136-

138, 154-159). Se considera un buen modelo debido a que la mayoría de animales que superan la fase 

aguda de hepatotoxicidad por CCl4 desarrollan cirrosis micronodular, a diferencia de otros 

modelos en donde no aparece o es inconstante. También se caracteriza por desarrollar ascitis 

entre la semana 7-22 en la mayoría de animales, a diferencia de otros modelos en los que se 

presenta esporádicamente. También desarrollan de forma espontánea PBE así como TB (28, 136-138, 

154-158), obteniendo evidencias de la identidad entre las bacterias de la luz intestinal y las 

traslocadas (28, 157). No se observa lesión intestinal secundaria al tóxico (136, 160). 

Pese a una gran aceptación del modelo presenta una serie de limitaciones entre las que 

destacan la gran variabilidad en la respuesta de los animales al tóxico, la elevada mortalidad, la 

administración del tóxico es variable para obtener cirrosis y/o ascitis y la ascitis infectada presenta 

diferencias con la que presentan los humanos. En la rata la mayoría de los episodios de PBE son 

polimicrobianos (en un 66-75%), a diferencia de los pacientes donde casi siempre son infecciones 

monomicrobianas. Se obtienen con frecuencia cultivos positivos de Enterococcus faecalis y 

Proteus spp., y en humanos representan solo un 5% de las PBE. El diagnóstico de la PBE en la 

rata teniendo en cuenta un nivel de PMN en líquido ascítico de 250/mm3 es controvertida, a 

diferencia de lo que ocurre en humanos. Se ha observado en ratas con y sin PBE diferencias 

significativas en el porcentaje de PMN y en las proteínas del líquido ascítico, debido seguramente 

a la linfomonocitosis periférica que presentan estos animales, mientras que en los humanos 

predominan los neutrófilos. 
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3.2. OTROS MODELOS DE FIBROSIS Y CIRROSIS 

Existen otros modelos menos utilizados de fibrosis como aquellos por interferencia en la 

dieta  (161), por ejemplo la dieta MCD , la dieta con etionina o la dieta CDAA (162). Suelen ser 

buenos modelos para estudiar el estrés oxidativo, la inflamación y los elementos fibróticos del 

hígado graso no alcohólico, aunque son incapaces de reproducir los mecanismos patogénicos y 

el contexto metabólico de la enfermedad humana. 

Otros modelos se desarrollan por interferencias inmunológicas,  produciéndose 

determinadas acciones sobre el sistema inmunitario que pueden provocar fibrosis y otras 

alteraciones de la estructura hepática aunque no consiguen los típicos cambios histológicos que 

definen a la cirrosis hepática. Son modelos en los que se utiliza concanavalina A  para estudios 

de hepatitis fulminante producida por virus o hepatotoxicidad (163), o bien modelos con suero 

heterólogo  en los que existen componentes inmunológicos relacionados con la fibrogénesis 

hepática. Entre las substancias antigénicas más utilizadas se podría destacar el suero de cerdo y 

de caballo, la seroalbúmina de huevo y de cerdo, la gamma-globulina humana y la globulina 

sérica porcina. Suelen ser modelos que producen fibrosis hepática, pero no cirrosis (164, 165). 

Otros modelos utilizan productos procedentes de la pared celular bacteriana (166) o bien la 

utilización de endotoxinas (167).  

Los modelos genéticos son modelos experimentales que han adquirido un gran auge en 

los últimos años. Se han desarrollado en ratones, para el estudio de enfermedades crónicas 

colestásicas, autoinmunes o esteatohepatitis, ya que esta especie permite más fácilmente la 

manipulación del genoma (168-171). 

Por último, también existen modelos en los que se produce daño hepático por colestasis , 

una de las causas más frecuentes de fibrosis hepática y cirrosis en pacientes con enfermedades 

hepáticas agudas o crónicas. Estos modelos son capaces de imitar estos procesos 

fisiopatológicos que conducen a la colestasis y a la lesión hepática, como la obstrucción de las 

vías biliares, modelos autoinmunes o de lesión tóxica directa .  
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Los pacientes cirróticos tienen una elevada sensibilidad a las infecciones (11-13), siendo la 

PBE especialmente grave. Pese a que el tratamiento antibiótico es eficaz, la mortalidad de la PBE 

todavía está alrededor del 20-40%.  

Los modelos experimentales descritos hasta el momento son modelos de cirrosis que 

pueden llegar a desarrollar ascitis y PBE, aunque con dificultades metodológicas. El modelo más 

utilizado actualmente es el modelo de cirrosis inducida por CCl4 descrito por Runyon y 

colaboradores (159). Este modelo de cirrosis se ha utilizado para el estudio de la patogenia de la 

ascitis, de la disfunción renal, el estudio de la TB (28, 124, 136, 137, 172) y para evaluar los efectos de 

tratamientos que modifiquen la presión portal y la excreción renal de sodio y agua (173-175), entre 

otros. Presenta, pero, una serie de inconvenientes para el estudio de la PBE (176), como pueden 

ser: 

� La selección de la especie y de la cepa de estudio es muchas veces compleja. En la 

literatura se suele utilizar para el estudio de infecciones bacterianas y de la PBE ratas de 

las cepas Wistar y Sprague-Dawley. Éstas, muchas veces, no se comportan de igual 

manera, influyendo la casa comercial, la procedencia, la estacionalidad, etc. Esta 

variabilidad se manifiesta en diferencias importantes en el desarrollo de la cirrosis, ascitis 

y PBE, por lo que es complejo conseguir grupos homogéneos en los estudios. 

� Existe una elevada mortalidad previa al desarrollo de ascitis (30-35%) (159). 

� La probabilidad de desarrollar ascitis y PBE es muy variable en los diferentes estudios, 

desde un 11% (137), 48% (136, 138), 70% (155) e inclusive en ratas cirróticas desnutridas de 

hasta un 80% (138). 

� No permiten determinar con exactitud el momento en el que desarrollan ascitis y 

peritonitis. La detección de la PBE exige practicar paracentesis sucesivas desde el 

momento en el que la rata desarrolla ascitis. 

� Una vez las ratas tienen ascitis existe una elevada mortalidad antes de que desarrollen 

PBE, como consecuencia de las complicaciones relacionadas con el deterioro hepático. 

� Cuando se desarrolla PBE es difícil trabajar durante períodos suficientemente prolongados 

para poder evaluar nuevas estrategias terapéuticas por la elevada mortalidad. 

� Existen diferencias en el líquido ascítico entre ratas con cirrosis y el paciente con cirrosis 
(176) cuando se desarrolla PBE. Hasta ahora se cree que en el líquido ascítico de las ratas 

predomina, mediante cultivo convencional, la presencia simultánea de diversos 

microorganismos, a diferencia del paciente donde el cultivo suele ser monomicrobiano y 

predominan las bacterias gramnegativas (136, 154-157, 159). Asimismo, el cultivo de GLM en 

ratas con cirrosis experimental y TB es polimicrobiano en un 40% de los casos (136, 154-157). 

Pese a que la ratio bacilo gramnegativo/coco grampositivo es similar entre pacientes y 
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modelos experimentales, las especies de Proteus spp. y Enterococcus spp. son mucho 

más prevalentes en el modelo experimental. Otra diferencia en el líquido ascítico de los 

animales de experimentación es que los neutrófilos en el líquido ascítico infectado 

constituye solo un porcentaje minoritario, entre un 30-35% del recuento celular, 

seguramente por el predominio de linfocitos en la sangre periférica de las ratas. 

Para validar nuevos tratamientos es imprescindible disponer de un modelo experimental 

que se asemeje al máximo a la patología humana a estudiar. Por esta razón una gran parte de 

nuestro estudio en esta Tesis se centra en proponer nuevos modelos experimentales de 

peritonitis bacteriana inducida (PBI) en ratas cirróticas con y sin ascitis mediante la inoculación 

intraperitoneal de la cepa de E. coli ATCC25922.  

Una vez desarrollado un nuevo modelo de peritonitis bacteriana inducida nos centramos en 

la búsqueda de un posible tratamiento que pudiera ser efectivo y disminuir la mortalidad actual. 

Los pacientes con cirrosis y ascitis presentan una activación de la respuesta proinflamatoria 

durante los episodios de PBE (93). Además, a pesar de la administración de cefalosporinas de 

tercera generación, los pacientes con PBE presentan continuos episodios de TB que acentúan la 

marcada respuesta inflamatoria (177). En pacientes con PBE se encuentran niveles elevados de 

metabolitos del NO, especialmente en los que desarrollan disfunción renal (178) y una marcada 

activación de citoquinas, principalmente TNFα e IL-6, frente a la infección (93, 179). Se recomienda, 

por todo ello, realizar estudios para desarrollar nuevas estrategias contra las infecciones 

bacterianas en pacientes cirróticos (13), como pueden ser: 

� Desarrollo de nuevos modelos experimentales para comprender mejor la fisiopatología de 

las infecciones. 

� Búsqueda de posibles biomarcadores para identificar a los pacientes de alto riesgo que 

pueden ser detectados de forma temprana y podrían ser indicativos de una reducción en 

la morbilidad y la mortalidad. 

� Estrategias preventivas para reducir la sensibilidad de los órganos diana mientras se 

mantiene la competencia inmunológica.  

� Herramientas para detectar el tipo de infección que limitará el uso de 

antibióticos de amplio espectro y posiblemente reducir la incidencia de infecciones 

bacterianas multirresistentes.  

� Mejor selección de pacientes para la profilaxis. 

� Desarrollo de terapias profilácticas no basadas en la utilización de antibióticos.  

� Mejor gestión del episodio agudo de la infección utilizando el uso de nuevas estrategias 

asociado a la terapia antibiótica.  

� Abordar ensayos para tratar otras infecciones típicas del paciente cirrótico. 
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En nuestro estudio, decidimos asociar a la administración de antibióticos un agente que 

bloquea el TNFα. Por lo tanto, la segunda parte de nuestra Tesis, utiliza el modelo previamente 

desarrollado para valorar el efecto de una nueva estrategia terapéutica en el modelo de cirrosis y 

PBI, que en el caso de ser efectiva, pudiera ser evaluada en pacientes con cirrosis y PBE. 

Concretamente, se comparó la administración de ceftriaxona sola o en combinación con un 

inmunomodulador: anti-TNFα.  
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Las hipótesis de trabajo de los proyectos para la realización de la Tesis Doctoral son: 

� ESTUDIO 1 

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana 

inducida (PBI) mediante la inoculación intraperitoneal de E. coli 

� Hipótesis de trabajo:   

Desarrollar un modelo experimental de PBI en ratas con cirrosis que permita evaluar 

nuevas estrategias terapéuticas, seleccionando la concentración de E. coli que 

proporcione una mortalidad elevada a las 48 horas, similar a los pacientes con cirrosis y 

PBE no tratados con antibióticos. 

� ESTUDIO 2 

Estudio del efecto de la administración de un tratamiento antibiótico asociado o no a 

un inmunomodulador anti-TNF α sobre la mortalidad en ratas cirróticas con PBI 

� Hipótesis de trabajo:   

Evaluar si la administración del antibiótico y/o anti-TNFα consigue disminuir la mortalidad y 

las alteraciones inmunológicas que se producen en el modelo de PBI. 
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Se han llevado a cabo los siguientes proyectos para la realización de la Tesis Doctoral con los 

siguientes objetivos 

� ESTUDIO 1 

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana 

inducida (PBI) mediante la inoculación intraperitoneal de E. coli 

� Desarrollar un nuevo modelo experimental de ratas cirróticas con ascitis y PBI 

mediante la inoculación intraperitoneal de E. coli.  

� Desarrollar un nuevo modelo experimental de ratas cirróticas sin ascitis y PBI mediante 

la inoculación intraperitoneal de E. coli.  

� Estudio de la mortalidad después de la inoculación intraperitoneal de E. coli en el 

modelo de ratas cirróticas con y sin ascitis. 

� Estudio de la respuesta de los leucocitos peritoneales a la infección. 

� Estudio de la concentración óptima de E. coli para la realización de estudios 

terapéuticos. 

� ESTUDIO 2 

Estudio del efecto de la administración de un tratamiento antibiótico asociado o no a 

un inmunomodulador anti-TNF α sobre la mortalidad en ratas cirróticas con PBI 

� Evaluar el efecto de la terapia antibiótica y de la administración de anti-TNFα sobre la 

mortalidad en ratas cirróticas sin ascitis a las que se le induce PBI.  

� Evaluar el efecto de los tratamientos realizados en el modelo experimental sobre la TB. 

� Estudiar el efecto del tratamiento con anti-TNFα con o sin ceftriaxona sobre la función 

renal, hepática y sobre la respuesta inflamatoria, valorada mediante la determinación 

de los niveles de TNFα y de NOx en muestras de sangre obtenidas durante la 

laparotomía. 
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� ESTUDIO 1:  

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana 

inducida (PBI) mediante la inoculación intraperitoneal de E. coli 

  

Sanchez E, Such J, Chiva MT, Soriano G, Llovet T, Merce J, Sancho F, et al. Development 

of an experimental model of induced bacterial peritonitis in cirrhotic rats with or without ascites. 

Am J Gastroenterol 2007; 102: 1230-1236 (180). 

 

MATERIAL Y METODOS 

Ratas macho Sprague-Dawley con cirrosis inducida mediante la administración orogástrica 

de CCl4 con (n= 22) o sin (n= 101) ascitis fueron aleatorizadas para recibir una inyección 

intraperitoneal de 1 ml de agua estéril con diferentes concentraciones de E. coli. Posteriormente 

se les inyectó en la cavidad abdominal diferentes volúmenes de agua estéril. Un subgrupo de 

animales sin ascitis recibió ceftriaxona 4 horas después de la inoculación de E. coli. La mortalidad 

de las ratas se evaluó 48 horas después de la inoculación bacteriana.  

RESULTADOS 

No hubo mortalidad en los grupos que recibieron solo agua estéril intraperitoneal ni en 

aquellos que fueron infectados con una dosis de 107 ufc de E. coli. Las ratas con ascitis 

mostraron una menor mortalidad que las ratas sin ascitis a las que se les inyectó 108 o 109 ufc de 

E. coli (p<0.05). La mortalidad fue mayor con 109 ufc respecto a 108 ufc de E. coli tanto en ratas 

con ascitis (pNS) como en las ratas sin ascitis (p<0.01). Se observó una tendencia a una menor 

mortalidad en las ratas inoculadas con 108 ufc de E. coli y mayor volumen de líquido inoculado 

(Tablas 1 y 2).  

Se observó una marcada respuesta de las células polimorfonucleares peritoneales 4 horas 

después de la inyección de E. coli tanto en ratas con o sin ascitis (Figuras 1 y 2). La terapia con 

antibióticos redujo significativamente la mortalidad en las ratas infectadas con 108 ufc de E. coli 

(p<0.01). 
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BACKGROUND: Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a severe complication of cirrhotic patients associated

with a high mortality.

AIM: To develop an available experimental model of induced bacterial peritonitis in cirrhosis.

MATERIAL Sprague-Dawley rats with carbon-tetrachloride-induced cirrhosis with (N = 22) or without (N = 101)

AND METHODS: ascites were randomized to receive an intraperitoneal administration of different concentrations of

Escherichia coli (E. coli) diluted in 1 mL of sterile water in ascitic rats and in different volumes in

nonascitic rats. A subgroup of nonascitic animals received ceftriaxone 4 h after E. coli inoculation.

Mortality of rats was evaluated 24 h after bacterial inoculation.

RESULTS: None of the rats receiving sterile water alone and only one infected with 107 cfu of E. coli died.

Ascitic rats showed a lower mortality rate than nonascitic rats infected with 108 or 109 cfu of E. coli

(P < 0.05). Mortality was higher with 109 cfu than with 108 cfu of E. coli in ascitic (P NS) and

nonascitic (P < 0.01) rats. A trend was noted to ward higher mortality in nonascitic rats inoculated

with 108 cfu with increasing water volumes. A marked peritoneal polymorphonuclear cell response

was observed 4 h after E. coli injection in both ascitic and nonascitic rats. Antibiotic therapy

significantly reduced the mortality rate of rats infected with 108 cfu (P < 0.01).

CONCLUSIONS: This experimental model of induced bacterial peritonitis in cirrhosis with or without ascites may

represent a useful tool for the study of pathogenic events postinfection and for the design of new

therapeutic strategies to treat patients with SBP.

(Am J Gastroenterol 2007;102:1230–1236)

INTRODUCTION

Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a characteristic and

severe infection in patients with cirrhosis. Short-term prog-

nosis of SBP has improved during the last decades due to

several factors (1, 2), such as prompt diagnosis of this com-

plication with the routine practice of diagnostic paracentesis

(2, 3), standardization of diagnostic criteria of ascitic fluid

infection (4, 5), and worldwide use of nonnephrotoxic, third

generation cephalosporins (6). However, a significant num-

ber of patients with SBP develop infection-associated com-

plications, such as systemic hemodynamic dysfuntion and

progressive renal failure, leading in some cases to death (1,

2). In fact, half of the patients with SBP and renal failure die

during hospitalization compared with 6% of patients without

renal failure (7, 8).

In rats, carbon tetrachloryde induces cirrhosis, ascites, and

in some cases SBP. This model of cirrhosis has been exten-

sively used to study the pathogenesis of ascites, renal dys-

function, and bacterial translocation (9–13), and to evaluate

the effect of several drugs to modify portal pressure and renal

excretion of sodium and water (14–16). However, this exper-

imental model has not been used to evaluate therapy of SBP

because either the rats die before the development of SBP

or are so sick at the time of diagnosis that the study cannot

be continued due to the extremely high mortality of animals.

Further, infection in rats is polymicrobial in one-third of the

cases (17).

To our knowledge, a useful experimental model of bacterial

peritonitis in cirrhotic rats has not been established to allow

the evaluation of new therapies for SBP and related compli-

cations, such as renal failure, before its clinical application.
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An experimental model of induced bacterial peritonitis was

described in normal rats (18). In this model, short-term mor-

tality was directly related to the concentration of the bacteria

and the volume injected in the peritoneal cavity.

The aim of the present study has been to develop a model

of cirrhosis and induced bacterial peritonitis in rats with

ascites and to evaluate the effect of peritoneal fluid vol-

ume on mortality in infected nonascitic cirrhotic rats. This

model may become a useful tool to study commonly asso-

ciated complications to SBP, such as renal insufficiency or

encephalopathy, and to evaluate the efficacy of therapeutic in-

terventions to improve short-term prognosis in patients with

SBP.

MATERIAL AND METHODS

PROTOCOL 1: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic

Rats With Ascites

Male Sprague-Dawley rats were included in this study. Rats

were individually caged at a constant room temperature of

21◦C and exposed to a 12:12 light/dark cycle. A control

group of healthy rats was previously used to evaluate the

virulence of the selected strain of Escherichia coli (E. coli)

(ATCC25922).

Cirrhosis was induced as previously described by Run-

yon et al. (19). Rats weighing 100–120 g were fed standard

rodent chow (B/K) and were treated with 1.5 mmol/L phe-

nobarbital in tap water. When rats reached a weight of >200

g, weekly doses of CCl4 (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, NJ)

were given intragastrically using a sterile pyrogen-free sy-

ringe (Artsana p.p.a., Greenclate) with an attached stainless

steel animal feeding tube (Popper and Sons, New Hyde Park,

NY) without anesthesia. The first dose of CCl4 was 20 µL and

subsequent doses were adjusted based on changes in weight

48 h after the last dose, as previously reported (20). After

a minimum of 12 wk of induction of cirrhosis, and ascites

had developed as shown by paracentesis, an intraperitoneal

(i.p.) injection of 108 or 109 cfu of viable E. coli diluted in

1 mL of sterile water was administered under air anesthesia

with fluorane. Twenty-four hours later, the mortality rate was

evaluated. Early after the death or 48 h after the experimental

inoculation, a laparotomy was performed to obtain a sample

of the liver for histological evaluation.

In six rats with ascites, a diagnostic paracentesis was per-

formed at the time of infection with E. coli and 4, 6, 24,

and 48 h after the induction of infection, if the rat was alive,

to quantify polymorphonuclear cell infiltration in the ascitic

fluid, as an index of peritoneal leukocyte response to in-

fection. Cell counting was done on an Olympus BH-2 mi-

croscope (20×10) and using a Neubauer chamber. For the

differential cell count, a Cytospin cell preparation system

(Thermo Shandon, Pittsburgh, PA) was used. After ultracen-

trifugation of ascitic fluid, samples were dyed by the method

of May-Grünwald Giemsa to identify polymorphonuclear

cells.

PROTOCOL 2: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic

Rats Without Ascites

Cirrhosis was induced in Sprague-Dawley rats following the

same methodological approach as in protocol 1. After 16 wk

of administration of CCl4, a paracentesis was performed to

rule out the presence of ascites under air anesthesia with flu-

orane. Immediately postparacentesis, an intraperitoneal in-

jection of 0, 107, 108, or 109 cfu of viable E. coli diluted

in different volumes of sterile water (1, 10, 20, and 30 mL)

was administered. Twenty-four-hour mortality incidence was

evaluated. After the death or 48 h after the inoculation, a la-

parotomy was performed to obtain a sample of the liver for

histological evaluation. As in protocol 1, a diagnostic para-

centesis was performed at the time of infection with E. coli

and 4, 6, 24, and 48 h after the induced infection in 20 rats

without ascites, if the rat was alive, to evaluate the peritoneal

leukocyte response to infection.

PROTOCOL 3: Effect of Antibiotic Therapy on Mortality

in Cirrhotic Rats With Induced Bacterial Peritonitis

Cirrhotic rats without ascites were included in this protocol.

Eight rats were inoculated with 108 and 15 rats with 109 cfu of

viable E. coli diluted in 20 mL of sterile water. Four hours af-

ter inoculation, rats were treated with ceftriaxone 100 mg/kg

subcutaneously, that was administered daily for 7 days. The

mortality rate of this group of animals was evaluated 1 wk

after the infection and compared with that from rats included

in protocol 2. After the death or 7 days after the inoculation, a

laparotomy was performed to obtain a sample of the liver for

histological evaluation. In surviving rats, samples of mesen-

teric lymph nodes and ascitic and pleural fluid, if present,

were also obtained for microbiological culture.

This study was approved by the Animal Research Commit-

tee of the Institut de Recerca of Hospital de la Santa Creu i

Sant Pau (Barcelona) and by the Departament de Agricultura,

Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya (DARP).

Animals received care according to the criteria outlined in

the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Statistical Analysis

Fisher’s exact test was used to compare mortality between

groups. The Wilcoxon nonparametric test was used to com-

pare variations of polymorphonuclear count in ascitic or peri-

toneal fluid after inocultacion with E. coli. A P value of less

than 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

A control group of 24 healthy rats was previously used to

evaluate the virulence of the selected strain of E. coli. An

i.p. injection of 108 or 109 cfu of viable E. coli diluted in

20 mL of sterile water was administered. Table 1 shows the

mortality of healthy control rats and cirrhotic rats infected

with E. coli according to the dose of E. coli and the weight of

the rat. Marked differences in mortality rate were observed
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Table 1. Short-Term Mortality in Healthy Control Rats and Cirrhotic Rats With Ascites and Induced Bacterial Peritonitis According to the
Weight and Size of the Bacterial Inoculum

Healthy Control Rats Cirrhotic Rats With Ascites

Weight (g) 180–230 450–500 450–500

E. coli concentration (cfu) 108 109 Total 108 109 Total 108 109 Total
Mortality (%) 7/9 (78%) 6/6 (100) 13/15 (87%) 0/6 (0%) 0/3 (0%) 0/9∗ (0%) 3/10 (30%) 7/12 (58%) 10/22† (45%)

∗P < 0.05 with respect to total group of control rats weighing 180–230 g.
†P < 0.05 with respect to total group of control rats weighing 450–500 g.

according to the weight of control rats. Short-term mortality

in low-weight rats (180–230 g) receiving 108 or 109 cfu of E.

coli was 77.8% and 100%, respectively, while the mortality

of heavier animals (450–500 g) was significantly lower (0%)

for inoculation of both 108 and 109 cfu of E. coli (P < 0.05).

PROTOCOL 1: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic

Rats With Ascites

Twenty-two cirrhotic rats with ascites were included in pro-

tocol 1. Ten rats received an i.p. injection of 108 cfu of

E. coli in 1 mL of sterile water and 12 rats received 109 cfu of

E. coli in 1 mL of sterile water. Three of the 10 rats (30%) in

the 108 group and 7 of 12 (58%) in the 109 group died during

the first 24 h postinfection (NS) (Table 1). Short-term mortal-

ity was significantly higher in cirrhotic rats with ascites and

induced peritonitis than in infected control rats with similar

weight (45% vs 0%, respectively, P < 0.05) (Table 1). His-

tological evaluation showed severe fibrosis or cirrhosis in all

rats.

PROTOCOL 2: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic

Rats Without Ascites

One hundred one rats with cirrhosis without ascites were in-

cluded in this protocol. Rats were randomized to receive an

i.p. injection of 0, 107, 108, or 109 cfu of E. coli in 1, 10,

Table 2. Short-Term Mortality in Cirrhotic Rats Without Ascites
and Induced Bacterial Peritonitis According to the Volume of Sterile
Water Injected and Concentration of the Bacterial Inoculum

Sterile Water Volume (mL) Injected in
Cirrhotic Rats Without Ascites

E. coli 1 10 20 30 Total
concentration (cfu)

0 0/3 0/4 0/4 0/3
0% 0% 0% 0% 0/14∗

0%
107 0/3 0/3 1/4 0/3

0% 0% 25% 0% 1/13∗

7.7%
108 3/7 5/10 7/10 8/10

43% 50% 70% 80% 23/37†

62.2%
109 5/5 9/10 12/12 9/10

100% 90% 100% 90% 35/37
94.6%

∗P < 0.001 with respect to groups receiving 108 or 109 cfu of E. coli.
†P < 0.01 with respect to group receiving 109 cfu of E. coli.

The first number of the fractions detailed represents the number of dead animals in a
given group, and the second the total animals tested.

20, or 30 mL of sterile water. Table 2 shows the mortality

of cirrhotic rats infected with E. coli according to the con-

centration of E. coli and the volume of sterile water injected.

None of the rats receiving sterile water without E. coli and

only one rat infected with 107 cfu of E. coli died (7.7%). Mor-

tality rates of rats inoculated with 108 cfu of E. coli showed

a trend to increase according to the volume of sterile water

administered (43, 50, 70, and 80% in 1, 10, 20, and 30 mL

of sterile water, respectively), although values did not reach

significance. In contrast, the mortality rate of rats infected

with 109 cfu of E. coli was almost completely independent

of the injected volume of sterile water. A concentration of

109 cfu of E. coli caused a significantly higher mortality

in cirrhotic rats without ascites than a concentration of 108

(P < 0.01). This difference did not achieve statistical signif-

icance in cirrhotic rats with ascites (P NS), probably due to

the reduced number of rats with ascites included in proto-

col 1. All rats showed severe fibrosis or cirrhosis at laparo-

tomy.

Polymorphonuclear Cell Response to Infection

Figure 1 shows peritoneal leukocyte count in a group of cir-

rhotic rats with (N = 6) or without (N = 20) ascites at the

Figure 1. Variations of polymorphonuclear count in ascitic or peri-
toneal fluids in cirrhotic rats after E. coli inoculation according to
the presence or abscense of ascites at the time of E. coli injection. a:
P < 0.001 with respect to basal data including ascitic and nonascitic
rats. b: P NS between ascitic and nonascitic rats.
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Figure 2. Variations of polymorphonuclear count in ascitic or peri-
toneal fluids in cirrhotic rats after E. coli inoculation according to
the injected dose of E. coli. a: P < 0.05 with respect to basal value.
b: P < 0.05 with respect to rats injected with 107 or 108.

time of E. coli inoculation and 4, 6, 24, and 48 h postinfection,

if animals survived and still had peritoneal fluid. A marked

and significant peritoneal polymorphonuclear cell response

was detected in cirrhotic rats at 4, 6, and 24 h postinfection.

No significant differences in peritoneal leukocyte response

between ascitic and nonascitic rats were observed.

Figure 2 shows peritoneal polymorphonuclear response in

cirrhotic rats according to the injected dose of E. coli. The

peritoneal cell response was independent of the concentration

of E. coli injected 4 and 6 h postinfection, but increased

significantly in rats infected with 109 with respect to 107 or

108 cfu of E. coli 24 h postinfection (P < 0.05).

PROTOCOL 3: Effect of Antibiotic Therapy on Mortality

in Cirrhotic Rats With Induced Bacterial Peritonitis

Twenty-three cirrhotic rats without ascites were inoculated

with 108 cfu (N = 8) or 109 cfu (N = 15) of viable E. coli

diluted in 20 mL of sterile water. Four hours after inocu-

lation, rats were treated daily with ceftriaxone 100 mg/kg

subcutaneously for 7 days. No deaths were observed in rats

infected with 108 cfu of E. coli, while 11 of 15 rats inocu-

lated with 109 cfu died (P < 0.01). Mortality was significantly

lower in cirrhotic rats inoculated with 108 cfu and treated with

cefriaxone than in those nontreated from protocol 2 (0/8 vs

7/10, P < 0.01), but not in those rats infected with 109 cfu

(11/15 vs 12/12, P NS). In one rat inoculated with 109 cfu,

E. coli was detected in pleural fluid at laparotomy. All rats

showed also severe fibrosis or cirrhosis at laparotomy.

DISCUSSION

SBP is a severe bacterial infection in cirrhosis with an im-

proved short-term prognosis during the last two decades

(3, 21). Although most of the rapidly diagnosed and treated

SBP episodes are satisfactorily resolved, a significant number

of patients may still develop infection-associated complica-

tions, such as hepatic encephalopathy, septic shock, or pro-

gressive renal failure, leading in some cases to an irreversible

hepatorenal syndrome and death (3, 7, 21). A recent clinical

study has demonstrated a better short-term prognosis in SBP

cirrhotic patients treated with cefotaxime and systemic vol-

ume expansion with albumin (8). However, no experimen-

tal models of SBP are available to evaluate new therapeutic

strategies that may be then transferred to clinical trials.

The first protocol was aimed to induce bacterial peritonitis

in cirrhotic rats with ascites by the intraperitoneal administra-

tion of E. coli. This microorganism was selected because it is

the most common organism causing SBP in patients with cir-

rhosis (3, 21). Virulence of the E. coli strain was previously

evaluated by its administration to normal rats. Short-term

mortality in infected control rats was similarly high with a

dose of 108 or 109 cfu of E. coli administered intraperitoneally

in 20 mL of sterile water (Table 1), which is in agreement with

previous publications (18).

Short-term mortality was higher in rats with cirrhosis and

ascites receiving 109 than 108 cfu of E. coli, although val-

ues did not reach statistical significance (58.3% vs 30%,

P NS), and these figures were significantly higher than those

observed in control animals with similar weight (Table 1).

This likely supports the existence of a marked impairment

of defensive mechanisms in cirrhotic animals, similar to

what has been described in patients with advanced cirrhosis

(3, 21).

Notably, mortality of normal rats with induced bacterial

peritonitis is directly related to the volume of fluid injected

in the peritoneal cavity (18), which suggests that mortality

of cirrhotic rats with induced bacterial peritonitis might de-

pend on the volume of ascitic fluid. The second protocol was

performed to evaluate the mortality observed in an exper-

imental model of induced bacterial peritonitis in cirrhotic

rats without ascites infected with different concentrations of

bacterial inoculum and volumes. In animals with cirrhosis

without ascites, short-term mortality was directly related to

the size of the inoculum. While only one rat inoculated with

107 died (7.7%), 108 cfu of E. coli was the lowest concen-

tration of bacterial inoculum that caused relevant mortality

(Table 2). However, mortality was significantly lower in rats

receiving 108 cfu of E. coli than in those receiving 109 cfu

(P < 0.01). In contrast to previous studies in noncirrhotic rats

(17), mortality was not affected by the volume of sterile wa-

ter inoculated in nonascitic rats, probably because mortality

was observed in almost all rats receiving an intraperitoneal

dose of 109 cfu of E. coli. However, cirrhotic rats inoculated

with 108 cfu of E. coli showed a trend to a higher mortality

when the inoculum was diluted in larger volumes of sterile

water (Table 2). It is likely that increasing the number of ani-

mals tested with this experimental approach, this trend would

achieve statistical significance.
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When comparing both protocols, short-term mortality was

significantly higher in cirrhotic animals without ascites than

in animals that had already developed ascites, independent of

the inoculum of E. coli. Three mechanisms may explain, at

least in part, these findings. First, ascitic fluid has an intrinsic

bactericidal capacity (22) and the likelihood of developing an

SBP episode is directly related to the ascitic fluid antimicro-

bial activity (23–25). Patients with low ascitic fluid opsonic

activity (23) or low ascitic fluid total protein show a higher

incidence of SBP during follow-up (24, 25). Cirrhotic rats

without ascites inoculated with E. coli diluted in water would

lack this antimicrobial mechanism in ascitic fluid. Second,

both during the induction of cirrhosis and when ascites is

already evident, animals show the presence of fragments of

bacterial genome in blood and ascitic fluid (26). This has

been observed to induce a marked peritoneal inflammatory

response in patients with cirrhosis (27), which may in turn

increase the peritoneal cellular bactericidal activity (28). This

would lead to lower mortality in animals that had already de-

veloped ascites at inoculation. However, in the present study,

we did not evaluate the antimicrobial activity of ascitic and

peritoneal fluids of cirrhotic rats to confirm these hypotheses.

Third, the large water overload injected in the peritoneal cav-

ity could also contribute to the higher mortality in nonascitic

cirrhotic rats compared with ascitic rats. In fact, a trend was

noted to higher mortality in nonascitic rats inoculated with

108 cfu with increasing water volumes. However, this effect

was not observed in nonifected cirrhotic rats or rats infected

with 108 or 109 cfu. Similar volumes of water administered

by gavage have been used to evaluate the capacity to excrete

free water in cirrhotic rats with ascites without describing a

higher mortality (29). We cannot exclude, however, that the

higher mortality observed in nonascitic than in ascitic rats

may be related to the older age and/or to the higher dose of

CCl4 received by the former group of animals. It is likely that

cirrhotic rats that did not develop ascites may show a longer

survival than nonascitic cirrhotic rats, probably indicating a

better liver function.

A marked peritoneal leukocyte response occurred rapidly

after E. coli injection in animals, independent of the pres-

ence or not of ascites (Fig. 1), and this is similar to what

has been reported in control rats (18, 30). Presence of ascites

did not affect peritoneal leukocyte response, which was more

marked than that usually observed in cirrhotic patients with

SBP (1, 2). In contrast, the peritoneal polymorphonuclear

response was initially similar irrespective of the size of the

inoculum during the first hours postinfection, but increased

significantly in rats inoculated with the higher dose of E. coli

with respect to the lower doses (Fig. 2), in which there was

a progressive decrease in ascitic polymorphonuclear count.

These data demonstrate the capacity of cirrhotic rats to con-

trol the infection, if they are infected with a low inoculum.

Noteworthy, all cirrhotic rats infected with 108 cfu of E.

coli and treated with ceftriaxone survived the infection, while

only 27% of rats infected with 109 cfu did. These data demon-

strate that antibiotic treatment is effective in this model of

induced bacterial peritonitis as in patients with SBP (3, 6),

but rats infected with a high innoculum probably require ad-

ditional maneuvers to survive to the infection. Therefore, this

model of induced bacterial peritonitis might represent a use-

ful tool to evaluate new therapeutic approaches to improve

short-term survival in cirrhotic patients with previous SBP

clinical investigation.

In conclusion, we have developed an experimental model

of induced bacterial peritonitis in cirrhotic rats with or with-

out ascites. The characteristics of this model regarding short-

term mortality and graded response to the size of the bacte-

rial inoculum may make it useful to study the local, systemic,

and renal derangements that usually take place following peri-

toneal infection in patients with cirrhosis and ascites, together

with the evaluation of new therapeutic approaches to reduce

short-term mortality for potential clinical application in the

future.

STUDY HIGHLIGHTS

What Is Current Knowledge

r An experimental model of carbon-tetrachloryde-

induced cirrhosis and ascites in rats is well established.
r This model is useful to study the pathogenesis of as-

cites, renal dysfunction, and bacterial translocation and

to evaluate the effect of several drugs to modify portal

pressure and renal excretion of sodium and water.
r A useful experimental model of bacterial peritonitis in

cirrhotic rats to allow the evaluation of new therapies

for spontaneous bacterial peritonitis (SBP) and related

complications is lacking: this is relevant, because ther-

apies for SBP cannot not be tested in animal models,

because when this complication is detected in animals,

they are so sick that they usually die at in the short

term.

What Is New Here

r An experimental model of bacterial peritonitis in cir-

rhotic rats with or without ascites that is easily repro-

ducible, caused by E. coli, the most common organism

in patients with SBP.
r The differences required in the inoculum in control

rats and cirrhotic rats with or without ascites inducing

variations of mortality and the effect of peritoneal fluid

volume on mortality in infected nonascitic cirrhotic

rats.
r This model may become a useful tool to study com-

monly associated complications to SBP, such as renal

insufficiency or encephalopathy, and to evaluate the

efficacy of therapeutic interventions to improve short-

term prognosis in patients with SBP.
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ESTUDIO 2: 

Estudio del efecto de la administración de un tratamiento antibiótico asociado o no a 

un inmunomodulador anti-TNF α sobre la mortalidad en ratas cirróticas con PBI 

 

Sanchez E, Frances R, Soriano G, Mirelis B, Sancho FJ, Gonzalez-Navajas JM, Munoz C, 

et al. Modulation of inflammatory response in a cirrhotic rat model with induced bacterial 

peritonitis. PLoS One 2013; 8 e59692 (181). 

 

MATERIAL Y METODOS 

Ratas macho Sprague-Dawley con cirrosis inducida mediante la administración de CCl4 por 

sondaje gástrico y sin ascitis, se les indujo PBI mediante una inyección intraperitoneal de 1 ml de 

agua estéril con una concentración de 109 ufc de E. coli y se inyectó en la cavidad peritoneal 20 

ml de agua estéril. Fueron aleatorizadas a recibir por vía subcutánea: placebo, ceftriaxona, anti-

TNFα y ceftriaxona, o anti-TNFα solo.  

RESULTADOS 

 No se observaron diferencias entre los grupos al inicio del estudio con respecto a la función 

renal, pruebas hepáticas, niveles séricos de nitritos/nitratos y TNFα (Tabla 1). 

El tratamiento con ceftriaxona redujo la mortalidad (73,3%), pero las diferencias no 

alcanzaron significación estadística en comparación con el placebo. 

La mortalidad en las ratas tratadas con ceftriaxona y anti-TNFα fue significativamente 

menor que en los animales que recibieron placebo (53% vs 100%, p<0.01) (Figura 1).  

Los niveles de TNFα en suero se redujeron significativamente en las ratas que 

sobrevivieron tratadas con ceftriaxona y anti-TNFα pero no en aquellas tratadas con antibiótico 

solo (Tabla 1).  
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Abstract

Bacterial peritonitis is a severe complication in patients with cirrhosis and ascites and despite antibiotic treatment, the
inflammatory response to infection may induce renal dysfunction leading to death. This investigation evaluated the effect of
TNF-a blockade on the inflammatory response and mortality in cirrhotic rats with induced bacterial peritonitis treated or not
with antibiotics. Sprague-Dawley rats with carbon-tetrachloride-induced cirrhosis were treated with an intraperitoneal
injection of 109 CFU of Escherichia coli diluted in 20 mL of sterile water to induce bacterial peritonitis and randomized to
receive subcutaneously-administered placebo, ceftriaxone, anti-TNF-a mAb and ceftriaxone, or anti-TNF-a mAb alone. No
differences were observed between groups at baseline in respect to renal function, liver hepatic tests, serum levels of
nitrite/nitrate and TNF-a. Treatment with ceftriaxone reduced mortality (73.3%) but differences did not reach statistical
significance as compared to placebo. Mortality in rats treated with ceftriaxone and anti-TNF-a mAb was significantly lower
than in animals receiving placebo (53% vs. 100%, p,0.01). Serum TNF-a decreased significantly in surviving rats treated
with ceftriaxone plus anti-TNF-a mAb but not in treated with antibiotics alone. Additional studies including more animals
are required to assess if the association of antibiotic therapy and TNF-a blockade might be a possible approach to reduce
mortality in cirrhotic patients with bacterial peritonitis.
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Introduction

Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a common and severe

infection in patients with cirrhosis. Short-term prognosis has

improved in recent decades due to prompt diagnosis during

routine paracentesis [1], standardization of diagnostic criteria

based on ascitic fluid analyses [2], [3], and use of non-nephrotoxic

third generation cephalosporins [4]. However, a significant

number of patients with SBP still develop complications such as

infections, systemic hemodynamic dysfunction and progressive

renal failure, that lead to death [1], [2]. Fifty percent of SBP

patients who develop renal failure die during hospitalisation

compared to only 6% of patients without this complication [5].

The administration of albumin to these patients has demonstrated

a reduction in the incidence of renal dysfunction and improvement

in short-term survival [5], [6].

Episodes of SBP are associated with a marked release of

proinflammatory cytokines such as tumour necrosis factor alpha

(TNF-a) and effector molecules like nitric oxide metabolites (NOx)

that keep a close relationship with SBP-induced morbidity and

mortality [7], [8]. Patients with SBP show a long-lasting marked

increase in serum NOx that may contribute to maintaining

splanchnic vasodilatation and thus worsen the hemodynamic

hyperkinetic state [9], [10]. Besides, nitrite and nitrate levels in

serum and ascitic fluid at diagnosis of infection are significantly

higher in SBP patients who develop renal impairment as a

consequence of the ascitic fluid infection than in patients who

maintain a stable renal function [11].

Our group has recently reported that patients with SBP present

recurrent episodes of bacterial translocation (BT) and maintain a

marked inflammatory reaction [12] despite the administration of

PLOS ONE | www.plosone.org 1 March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e59692



third generation cephalosporins. In rats, a new therapy with the

blockade of TNF-a has two direct consequences: it blunts the

development of the hyperdynamic circulation and reduces portal

pressure in a model of portal hypertension [13], and reduces the

frequency of BT episodes in model of cirrhosis [14]. Accordingly,

the association of the usual third-generation cephalosporin with

TNF-a blockade during a peritonitis episode may not only slow

down the ongoing infection, but also improve survival. However,

since TNF-a is part of the normal immune response, it is necessary

to assess whether TNF-a blockade would increase the risk of

developing superinfections.

We previously developed an experimental model of induced

bacterial peritonitis in cirrhotic rats with or without ascites [15]

that mimics SBP in patients, and considered it might be useful to

evaluate the efficacy of new therapeutic interventions on short-

term prognosis of patients with SBP. The present study aimed,

therefore, to evaluate the effect of TNF-a blockade on the

inflammatory response and mortality in cirrhotic rats with induced

bacterial peritonitis treated or not with antibiotics.

Materials and Methods

Animals
Male Sprague-Dawley were purchase from Harlan Laborato-

ries. Rats were individually caged at a constant room temperature

of 21uC, exposed to a 12:12 light/dark cycle and allowed free

access to water and rat chow.

The study was approved by the Animal Research Committee at

the Institut de Recerca of Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

(Barcelona) and by the Department of Agriculture, Livestock and

Fisheries of the Generalitat de Catalunya (DARP). Animals

received care according to the criteria outlined in the Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals.

Induction of Cirrhosis
Cirrhosis was induced as previously described by Runyon et al

[16]. Rats weighing 100-120 g were fed standard rodent chow (B/

K) and were treated with 1.5 mM/L phenobarbital in tap water.

When rats reached a weight of 200 g weekly doses of carbon-

tetrachloride (CCl4) (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, NJ) were given

intragastrically using a sterile pyrogen-free syringe (Artsana p.p.a.,

Greenclate) with an attached stainless steel animal feeding tube

(Popper and Sons, New Hyde Park, NY) without anaesthesia. The

first dose of CCl4 was 20 mL and subsequent doses were adjusted

based on changes in weight 48 hours after the last dose, as

previously reported [17].

Experimental Design
CCl4 was administered over 16 weeks, the required period for

cirrhosis development [16]. To rule out the presence of ascites a

paracentesis was performed under air anaesthesia with isofluorane

(Forane, Abbott ind.). Sixty rats were then immediately injected

intraperitoneally (i.p.) with a dose of 109 colony-forming unit

(CFU) of Escherichia coli (E. coli) diluted in 20 mL of sterile water to

induce bacterial peritonitis as previously reported [15]. Four hours

later, a blood sample was taken from the saphena vein, centrifuged

and stored at 280uC for subsequent analysis.

Animals were then randomly allocated into four groups to

receive: serum subcutaneously (s.c.) (Group I, n= 15), ceftriaxone

100 mg/kg s.c. daily for 7 days beginning 4 hours after E. coli

injection (Group II, n = 15), anti-TNF-a mAb 15 mg/kg i.p. in a

single dose (Centocor R&D, Inc, Malvern, PA, USA) and

ceftriaxone 100 mg/kg s.c. daily for 7 days (Group III, n = 15)

and monoclonal Antibody Anti-Tumour Necrosis Factor Alfa

(anti-TNF-a mAb) 15 mg/kg i.p. in a single dose (Group IV,

n = 15). Survival was monitored daily for 7 days.

Laparotomy
Laparotomy was performed under anaesthesia with 10 mg/kg

xylacine (Rompun, Bayer) and 50 mg/kg ketamine (ketolar,

Parke-Dawis) in strictly sterile conditions in surviving rats 7 days

after induction of peritonitis. In brief, abdominal fur was removed

with a depilatory and the skin was sterilised with iodine. A short

incision in the abdominal wall (3–4 cm.) was performed and a

sample of intraperitoneal fluid was obtained for bacterial culture.

The abdomen was then opened via a 3 cm median incision and

the remaining fluid was evacuated. If no free fluid was present,

sterile swabs were passed over the parietal peritoneal surface and

then plated. Samples of pleural fluid were also collected for

microbiological study. The mesenteric lymph nodes from the ileo-

cecal area were aseptically dissected, removed, weighed, and

liquefied in sterile saline for bacterial culture. Blood was collected

from the cava vein in a non-additive sterile interior vacutainer

(Becton Dickinson Vacutainer Systems Eur., Meylan Cedex,

France), centrifuged and stored to determine liver and renal

function parameters and TNF-a and NOx levels. A sample of the

liver was also obtained for histological evaluation. All samples were

stored at –80uC. Rats were then euthanized with intravenous

sodium thiopentate (Penthotal, Abbott Laboratories).

Biochemical Analysis
Immunoassays for quantitative measurement of rat TNF-a in

blood samples were performed using TNF-a Quantikine rat

Immunoassays (R&D Systems, Abingdon, UK) according to the

manufacturer’s instructions. All samples were tested in duplicate

and read at 450 nm and 490 nm in a ThermoMax microplate

reader (Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA).

The sum of the NOx: nitrite (NO2
2) and nitrate (NO3

2) is

widely used as an index of NO generation and expressed as NOx

levels [18]. NOx levels were calculated by measuring conversion of

NO3
2 to NO2

2 by the enzyme nitrate reductase using an ELISA

assay (R&D Systems, Minneapolis, MN) based on the Griess

Figure 1. Mortality observed in rats with cirrhosis and induced
bacterial peritonitis during one week after E. coli inoculation.
Group I: placebo (serum s.c.); Group II: ceftriaxone s.c.; Group III: anti-
TNF-a mAb i.p.+ceftriaxone s.c.; Group IV: anti-TNF-a mAb i.p.; Groups I
and IV (non-antibiotic treated rats) and Groups II and III (antibiotic
treated rats).
doi:10.1371/journal.pone.0059692.g001
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reaction that absorbs visible light at 540 nm, and expressed as

mmol/L. All samples were tested in duplicate, and values were

corrected by running samples with culture media to assess

background NOx levels.

Statistical Analysis of Experimental Data
Statistical analyses were performed with the SPSS statistical

package (SPSS Inc. version 17.0, Chicago, Illinois, USA). All

biochemical parameters are reported as mean 6 SD. Differences

between groups were analysed using the non-parametric Mann-

Whitney U-test. Fisher’s exact test was used to compare mortality

between groups. The Wilcoxon non-parametric test was used to

compare variations of serum analytical parameters after inocula-

tion with E. coli. A two-tailed p,0.05 was considered statistically

significant.

Results

Sixty rats with cirrhosis and without ascites, as demonstrated by

a negative diagnostic paracentesis, were included and randomised.

Forty-nine rats (81.7%) died during the study, mainly during the

first 24 hours after E. coli injection. No rats died in the first 4 hours

after intraperitoneal E. coli inoculation. Figure 1 shows mortality

during the week of the study. As detailed, all rats in groups I

(placebo) and IV (treated with anti-TNF-amAb alone) died during

the study period. A significant reduction in mortality was observed

in the overall group of cirrhotic rats treated with antibiotic with or

without anti-TNF-a mAb (63.3%, groups II and III) as compared

with animals not receiving antibiotics (100%, groups I and IV,

p,0.001). Mortality in the group of animals treated with

ceftriaxone alone (73.3%, group II) was lower than the

corresponding value in groups I or IV, although differences did

not reach statistical significance, probably due to the low number

of animals tested. In contrast, infected cirrhotic rats treated with

the combination of ceftriaxone plus anti-TNF-a mAb (group III)

showed a significant reduction in mortality (53.3%) when

compared to non-treated rats (group I, p,0.01) or to rats treated

with anti-TNF-a mAb alone (group IV, p,0.01).

Table 1 shows basal analytical parameters, including renal and

liver function tests and serum TNF-a and NOx levels, obtained

four hours after E. coli injection. All parameters were similar in all

four groups of cirrhotic rats included in the study. When

comparisons were established between non-surviving versus surviv-

ing animals, basal serum NOx was the only analytical parameter

showing a significant increase in non-surviving rats (p,0.05).

Variations in renal and liver function tests and serum TNF-a

and NOx levels were studied in surviving rats in samples obtained

4 hours after bacterial inoculation and at laparotomy. As detailed

in Table 2, a significant reduction in TNF-a serum levels was

observed in these rats (groups II+III, p,0.05). This variation was

even more remarkable in rats treated with ceftriaxone plus anti-

TNF-amAb (p,0.05). The decrease of serum TNF-a levels in rats

treated with antibiotic alone, however, did not reach statistical

significance. NOx levels showed a tendency to increase at

laparotomy in comparison with baseline values in all surviving

animals but this was only statistically significant in Groups II+III

(p,0.05). Liver parameters also decreased significantly in these

rats (p,0.01) and no variations in renal function were observed.

Laparotomy was performed on all surviving rats 7 days after

intraperitoneal bacterial inoculation, and samples were cultured as

described above. E. coli was isolated in pleural fluid in 1 animal

from Group II, and when considering animals included in Group

III, 1 animal showed an E. coli in peritoneal fluid, 1 rat presented

E. coli and Enterococcus in mesenteric lymph nodes and a third

animal had E. coli in the liver. The number of surviving rats with

positive culture was higher in group II (3/4) than in group III (1/

7), although values did not reach statistical significance (p = 0.08).

Histological study of the liver was performed in all surviving rats

and showed severe fibrosis in all cases.

Discussion

To our knowledge, this is the first study to date to assess new

therapeutic approaches to reduce mortality during episodes of

bacterial peritonitis in cirrhotic rats. These rats develop SBP in the

last phases of induction of cirrhosis, but animals are so sick at that

time that they usually die during or immediately after the

diagnostic paracentesis, becoming an inadequate model for the

study of new therapeutic approaches. We developed a new model

of induced bacterial peritonitis in rats with cirrhosis, with or

without ascitic fluid, and reported mortality rates similar to those

found in a clinical setting [15]. This study represents the first

application of this animal model to assess new therapeutic options

to reduce mortality during episodes of induced bacterial perito-

nitis.

Our study investigated the effect of TNF-a blockade and/or

antibiotics on the inflammatory response and mortality in a

cirrhotic rat model with induced bacterial peritonitis. We here

report evidences that modulation of inflammatory response, as

represented by TNF-a blockade together with the usual third-

generation cephalosporin-based therapy in animals with induced

Table 1. Basal analytical parameters of the groups of cirrhotic rats with induced bacterial peritonitis.

GROUPS I (n=15) II (n = 15) III (n = 15) IV (n =15) Non-surviving rats (n=49) Surviving rats (n=11)

Urea (mM) 6,661,2 7,061,8 6,160,9 6,661,9 6,661,7 6,461,0

Creatinine (mM) 57,866,6 56,369,5 52,569,2 57,668,9 55,668,9 54,367,5

Bilirubine (mM) 11,969,5 12,567,2 17,1610,1 13,6610,2 15,169,6 12,967,7

AST (u/L) 11406363 10206585 10916387 10146616 10896547 9296420

ALT (u/L) 6226316 6936482 6086263 6406509 6506438 6406349

GGT (u/L) 10,966,2 10,865,2 12,767,4 13,766,2 12,665,9 11,167,2

TNF-a (pg/mL) 1766100 163696 2046118 2076137 198,66117,7 167,66101,4

NOx (nmol/mL) 107630 98639 121646 129689 125,4662,0* 84,9626,9

Samples of blood were obtained 4 hours after intraperitoneally administration of E. coli.
*p,0.05 respect to surviving rats.
doi:10.1371/journal.pone.0059692.t001
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bacterial peritonitis, may represent a useful tool to increase

survival compared to non-treated rats or treated only with TNF-a

blockade. However, this benefit was not statistically significant

compared to rats treated only with third-generation cephalosporin.

In addition, despite a higher number of positive culture at

laparotomy in surviving rats from group II (3/4) than in group III

(1/7) (p = 0.08), with the current data we can not speculate about a

protective effect of TNF-a blockade with the combined treatment.

Probably, additional studies including more animals are required

to assess if the association of antibiotic therapy and TNF-a

blockade might be a possible approach to reduce mortality in

cirrhotic patients with spontaneous bacterial peritonitis.

As pointed out above, higher levels of NO and TNF-a at

diagnosis of SBP and during SBP episodes predict complications

such as renal insufficiency and survival [7], [11], [19]. Recent

findings from our group may offer a clue to explain the maintained

inflammatory reaction in SBP. When studying sequential samples

of blood from SBP patients under antibiotic therapy, we observed

the maintenance of molecular evidence of BT as demonstrated by

the presence of bacterial genomic fragments (bacterial DNA) in

blood and found that levels kept a direct and significant relation

with proinflammatory cytokines and NO [12]. However, in rats,

TNF-a blockade appears to blunt hemodynamic disturbances in a

model of portal hypertension [13], and reduce episodes of BT in a

model of cirrhosis [14]. These data suggest that modulation of the

inflammatory response might improve survival, supporting our

hypothesis that the use of a selective mAb against TNF-a together

with ceftriaxone would decrease mortality in an intraperitoneal

infection episode. Since TNF-a is part of the normal immune

response against bacterial infections, it is necessary to investigate

whether the administration of anti-TNF-a mAb might result in an

increased risk of bacterial superinfections. However, in the present

study we did not observe superinfections in surviving rats treated

with antibiotics and anti-TNF-a mAb.

There were two main analytical findings when comparing

samples obtained immediately after i.p. administration of E. coli

and at laparotomy in surviving rats: first, baseline NOx was the

only parameter to show statistically significant differences between

surviving and dying rats (Table 1). This information is similar to

that reported in patients with SBP [11], and may be related to

repeated episodes of BT and stimulation of the immune response

prior to i.p. injection with E. coli. Indeed, bacteria components

such as lipopolysacharide or DNA stimulate the immune response

through joining toll-like receptors 4 and 9, respectively [20], [21],

and it is likely that higher NOx levels will correlate with more

severe haemodynamic disturbances in this model.

Second, TNF-a levels decreased significantly in surviving

animals when receiving ceftriaxone alone or in combination with

mAb, although values only reached significance in the combina-

tion therapy arm. This seems logical when considering the

specificity of anti-TNF-a mAb used in this investigation. No

differences in the rate of BT were observed when comparing

animals included in Groups II or III. These results are similar to

others previously reported by our group [14] that showed that

anti-TNF-a mAb in non-infected rats with cirrhosis does not

increase the likelihood of developing infections. In this investiga-

tion, however, rats were infected, and the trend towards an

increased persistence of bacteria in mesenteric lymph nodes in

animals receiving the combination therapy may point to a

decreased ability to fight against infection once it is established.

Caution should therefore be recommended when considering the

immune modulation with administration of anti-TNF-a mAb in

an active infection setting.

TNF-a blockade may be also achieved by several non-

monoclonal related molecules. Xanthine derivatives such as

pentoxifylline [22] or serotonin 5-hydroxytryptamine (2A) receptor

agonists such as 2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine [23] are

potent TNF-a inhibitors that might be use to confirm presented

data. In addition, the use of these molecules would avoid the

formation of anti-drug antibodies.

In conclusion, the administration of ceftriaxone and anti-TNF-a

mAb decreases serum TNF-a levels. However, in the present study

we did not observe significant differences on survival in cirrhotic

rats with induced bacterial peritonitis treated with antibiotics with

or without anti-TNF-a mAb. Additional studies including more

animals are required to assess if the association of antibiotic

therapy and TNF-a blockade might be a possible approach to

reduce mortality in cirrhotic patients with bacterial peritonitis,

before this therapeutic combination can be recommended. This

animal model may represent a useful tool to assess the efficacy of

new therapies in these patients.
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En la presente Tesis se propone desarrollar un modelo experimental de PBI en ratas 

cirróticas con y sin ascitis y valorar el efecto de un nuevo tratamiento inmunomodulador asociado 

o no a un antibiótico.  

A continuación discutiremos los resultados más relevantes obtenidos en los 2 estudios: 

� ESTUDIO 1: 

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana 

inducida (PBI) mediante la inoculación intraperitoneal de E. coli  

Es este estudio desarrollamos los siguientes protocolos: 

� Protocolo 1: Modelo de PBI en ratas con ascitis. 

� Protocolo 2: Modelo de PBI en ratas sin ascitis. 

� Protocolo 3: Efecto de un tratamiento antibiótico sobre la mortalidad en ratas 

cirróticas sin ascitis con PBI. 

 

Protocolo 1: Modelo de PBI en ratas con ascitis 

El primer protocolo tenía por objetivo inducir PBI en ratas cirróticas con ascitis mediante la 

administración intraperitoneal de E. coli. Para inducir PBI se seleccionó E. coli, debido a que es el 

microorganismo más común que causa la PBE en pacientes con cirrosis (28, 182) y el 

microorganismo utilizado en modelos de sepsis en ratas sanas (183). Se seleccionó la cepa de E. 

coli ATCC25922.  

Se realizó un estudio previo en el que se evaluó la virulencia de la cepa de E. coli 

administrándola intraperitonealmente en ratas sanas, sin cirrosis. En ratas sanas de peso entre 

180-230 g la mortalidad, a corto plazo (dentro de las primeras 48 horas), fue elevada tanto si se 

administraba en 20 ml de agua estéril 1 ml a la concentración de 108 ufc/ml como si se 

administraba 1ml a la concentración de 109 ufc/ml de E. coli (78% y 100% respectivamente), lo 

cual está de acuerdo con publicaciones anteriores (183). Cabe destacar, pero, que en ratas con un 

peso entre 180-230 g (ratas jóvenes, equivalentes al peso en el que se inicia la inducción de 

cirrosis) presentan una mortalidad significativamente más elevada (87%) respecto al grupo de 

ratas sanas con un peso de 450-500 g, grupo en el que no hubo mortalidad (0%, p≤0.05). Estas 

ratas, por tanto, son capaces de desarrollar mecanismos para resolver la infección por E. coli a 

las concentraciones estudiadas. 
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Una vez comprobada la virulencia de la cepa se procedió a desarrollar el primer estudio 

donde se evaluó la mortalidad a corto plazo de ratas con cirrosis y ascitis. Utilizamos el modelo 

experimental de ratas cirróticas de Runyon y colaboradores (184) con administración intragástrica 

de CCl4 para conseguir ratas cirróticas con ascitis (determinada por paracentesis), no infectadas 

(estudio por cultivo microbiológico), para así poder estudiar el efecto de la administración de E. 

coli. Evaluamos el efecto de la administración de diferentes concentraciones de E. coli sobre la 

mortalidad a corto plazo, debido a que observamos que si superaban las primeras 48 horas ya no 

había mortalidad debido a la infección. En ratas cirróticas con ascitis que recibieron la 

concentración de 109 ufc/ml de E. coli se observó un aumento de la mortalidad respecto a las que 

recibieron 108 ufc/ml de E. coli, aunque la diferencia no alcanzó significación estadística (58,3% 

vs 30%, pNS). Sin embargo, la mortalidad observada respecto a las ratas control con peso similar 

sí alcanzó significación estadística (45% vs 0% p≤0.05). Esto es compatible probablemente, con 

la existencia de un notable deterioro de los mecanismos de defensa de los animales cirróticos, de 

forma similar a lo que se ha descrito en pacientes con cirrosis avanzada (28, 182). La mortalidad en 

las ratas sanas con bacteriemia inducida se piensa que está directamente relacionada con el 

volumen de líquido inyectado en la cavidad peritoneal (183), lo que sugiere que la mortalidad en 

ratas cirróticas con ascitis con PBI podría depender también del volumen de líquido ascítico.  

La respuesta inflamatoria peritoneal observada en las ratas cirróticas con ascitis a las que 

se les inoculó E. coli, fue una respuesta inflamatoria rápida después de la inyección de E. coli 

(pico a las 4 horas tras la inoculación) similar a lo observado previamente en ratas sanas (183, 185). 

La presencia de ascitis no afectó a la respuesta inflamatoria peritoneal, más marcada de lo que 

generalmente se observa en pacientes cirróticos con PBE (176, 186). 

Protocolo 2: Modelo de PBI en ratas sin ascitis 

El segundo protocolo tenía por objetivo inducir PBI en ratas cirróticas sin ascitis mediante la 

administración intraperitoneal de E. coli.  

Se estudió el efecto de la administración de diferentes concentraciones de E. coli (107,108, 

109 ufc) en diferentes diluciones de agua estéril (1 ml, 10 ml, 20 ml, 30 ml). 

Los resultados observados en las ratas con cirrosis sin ascitis mostraron que la mortalidad a 

corto plazo dependía de la concentración de E. coli administrada. En aquellas ratas que no se les 

administraba E. coli no observamos mortalidad en el periodo estudiado. Independientemente del 

volumen administrado, a concentraciones bajas de E. coli (107 ufc/ml), solo una rata falleció (1/13; 

7.7%), y cuando se inoculó 108 ufc/ml de E. coli esta concentración del inóculo se observó que 

era capaz de causar una mortalidad ya relevante, pero significativamente menor a la que se 

produce al inocular 109 ufc/ml (23/37; 63% vs 35/37; 95%; p <0.01).  
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En contraste con estudios anteriores en ratas no cirróticas (175, 183), en nuestro estudio la 

mortalidad no se vio afectada por el volumen de agua estéril inoculado en ratas sin ascitis, 

probablemente debido a que la mortalidad al administrar 1 ml a la concentración de 109 ufc/ml de 

E. coli fue prácticamente del 100% independientemente del volumen total. Sin embargo, las ratas 

cirróticas que fueron inoculadas con 108 ufc de E. coli mostraron una tendencia a una mayor 

mortalidad cuando el inóculo se diluyó en volúmenes mayores. Es probable que si se aumentara 

el número de animales con este enfoque experimental, esta tendencia alcanzara la significación 

estadística. 

La respuesta de PMN peritoneales se produjo rápidamente después de la inyección de E. 

coli, al igual que en el grupo con ascitis. La respuesta producida por los PMN durante las 

primeras horas después de la infección fue independiente de la concentración del inóculo, pero se 

observó un aumento significativo a las 24 horas en las ratas inoculadas con la concentración más 

elevada de E. coli (109 ufc/ml) respecto a las concentraciones más bajas (107 ó 108 ufc/ml), en las 

que no había una disminución progresiva de recuento de PMN en el líquido ascítico. Estos datos 

sugieren que en las primeras fases de la infección, independientemente de la concentración del 

inóculo, existe una respuesta leucocitaria como respuesta a la infección. Si se infectan con un 

inóculo a concentración baja, las ratas cirróticas tienen capacidad para controlar la infección, pero 

a concentraciones elevadas del inóculo la respuesta inicial de PMN no es suficiente, por lo que se 

observó en aquellas ratas infectadas con 109 ufc/ml de E. coli un segundo pico de PMN en líquido 

ascítico pasadas las 6 horas, posiblemente como respuesta a la persistencia de la infección 

(Figura 2). 

Al comparar ambos protocolos (ratas con ascitis y sin ascitis con PBI), la mortalidad en los 

animales cirróticos sin ascitis era significativamente mayor respecto a aquellos que habían 

desarrollado ascitis, independiente del inóculo de E. coli. Estos hallazgos se podrían explicar al 

menos en parte por tres mecanismos: En primer lugar, el líquido ascítico tiene una capacidad 

bactericida intrínseca (187) y la probabilidad de desarrollar un episodio PBE está directamente 

relacionada con la actividad antimicrobiana del líquido ascítico (55, 188, 189). Los pacientes con baja 

actividad opsónica del líquido ascítico (188) o con niveles bajos de proteínas totales en el líquido 

ascítico muestran una mayor incidencia de PBE durante el seguimiento (55, 189). Posiblemente 

aquellas ratas del estudio con cirrosis sin ascitis a las que se les inoculó E. coli diluido en agua, 

carecerían de mecanismos intrínsecos bactericidas del líquido ascítico. En segundo lugar, en 

estudios experimentales de nuestro grupo se han observado tanto en ratas bajo la inducción de 

cirrosis, como en aquellas en que ya es evidente la presencia de ascitis, la presencia de 

fragmentos de genoma bacteriano en sangre y líquido ascítico (49). En estudios en pacientes con 

cirrosis se ha observado que una marcada respuesta inflamatoria peritoneal (190) puede aumentar 

la actividad bactericida en la cavidad peritoneal (191). Esto corroboraría la menor mortalidad en los 

animales que ya habían desarrollado ascitis en el momento de la inoculación. Sin embargo, en el 
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presente estudio, no hemos evaluado la actividad antimicrobiana del líquido ascítico en las ratas 

cirróticas.  

En tercer lugar, la gran sobrecarga de líquido inyectado en la cavidad peritoneal también podría 

contribuir a la mayor mortalidad en las ratas con cirrosis que no han desarrollado ascitis en 

comparación con las que presentaban ascitis, observando una tendencia a una mayor mortalidad 

en las ratas sin ascitis inoculadas con 108 ufc/ml con volúmenes crecientes. Sin embargo, este 

efecto no se observó en ratas cirróticas infectadas con 109 ufc/ml debido a que la concentración 

de E. coli de 109 ufc/ml es tan elevada que produce una mortalidad de casi el 100% 

independientemente del volumen que se inocule. Esto nos lleva a pensar que, aparte del efecto 

del volumen del líquido, es importante también la concentración de bacterias en la infección. 

Hemos observado que a concentraciones muy bajas de bacterias no hay mortalidad y sin 

embargo a concentraciones crecientes va aumentando hasta llegar al 100%.  

El efecto del volumen del líquido en la cavidad abdominal ya se ha estudiado en diversos 

trabajos en los que se observa que el volumen del líquido ascítico de la cavidad abdominal puede 

diluir las opsoninas y obstaculizar la fagocitosis (183, 192), debido a que los fagocitos solo fagocitan 

bacterias ante cantidades suficientes de opsoninas. También se ha observado en diferentes 

estudios que cuanto mayor es el volumen de líquido en la cavidad peritoneal, si las bacterias no 

han sido eliminadas en las primeras fases, porque han escapado del aclaramiento y la 

fagocitosis, las bacterias tienen una mayor capacidad de multiplicarse en la cavidad peritoneal al 

encontrarse en un medio más idóneo (183). En un estudio se administraron volúmenes similares de 

agua por sonda orogástrica para evaluar la capacidad para excretar agua libre en las ratas 

cirróticas con ascitis pero no apreciaron una mayor mortalidad (193). 

Protocolo 3. Efecto de la administración de un tratamiento antibiótico sobre la 

mortalidad y la respuesta de PMN en ratas cirróticas con PBI 

En esta parte del estudio se utilizaron ratas cirróticas sin ascitis con PBI a las que se les 

inoculó 1 ml a la concentración de 108 ó 109 ufc/ml de E. coli, en un volumen de 20 ml para 

comprobar el efecto de la administración de un tratamiento antibiótico (ceftriaxona) sobre la 

mortalidad y la respuesta de PMN en el líquido peritoneal.  

Se observó que todas las ratas cirróticas infectadas con una concentración inicial de 108 ufc 

en 1 ml de E. coli en un volumen de 20 ml y tratadas con ceftriaxona sobrevivieron a la infección, 

mientras que solo el 27% de las ratas infectadas con 109 ufc en 1 ml de E. coli y 20 ml 

sobrevivieron (p≤0.01). Estos datos sugieren que el tratamiento antibiótico es eficaz en este 

modelo de PBI, al igual que en pacientes con PBE (61, 182). Sin embargo, hemos observado que la 

concentración del inóculo es importante para solventar la infección y que las ratas infectadas con 

un inóculo alto probablemente requieren otras estrategias adicionales para resolver la infección.  
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� ESTUDIO 2: 

Estudio del efecto de la administración de un tratamiento antibiótico asociado o no a 

un inmunomodulador anti-TNF α sobre la mortalidad en ratas cirróticas con PBI  

En este estudio evaluamos una nueva estrategia terapéutica para intentar reducir la 

mortalidad durante los episodios de peritonitis bacteriana en ratas con cirrosis. Utilizamos el 

modelo que desarrollamos en el primer estudio de esta Tesis Doctoral de PBI en ratas con 

cirrosis sin ascitis, a las que se les inoculó 20 ml de agua en la cavidad peritoneal y 1 ml de agua 

con una concentración de 109 ufc/ml de E. coli. 

Los objetivos de este estudio se centraron en estudiar el efecto de la administración de anti-

TNFα mAb (anticuerpo monoclonal que bloquea el TNFα) con o sin antibiótico (ceftriaxona) en la 

respuesta inflamatoria y en la mortalidad en el modelo de ratas cirróticas con PBI. 

En el grupo de ratas a las que se les inoculó una concentración de 109 ufc de E. coli en 1 ml 

y 20 ml de agua en la cavidad peritoneal y que no recibieron tratamiento, la mortalidad fue del 

100% (15/15), igual que la obtenida en el estudio 1 de nuestra Tesis en ratas cirróticas sin ascitis 

y con PBI a la misma dosis. También la mortalidad fue del 100% en el grupo que recibió solo anti-

TNFα (15/15). Por lo tanto, la administración de anti-TNFα en este modelo no conseguía reducir 

la mortalidad por sí sola. 

 La administración de ceftriaxona sola redujo la mortalidad a un 73.3% (11/15), sin alcanzar 

significación estadística. Sin embargo, la administración de ceftriaxona combinada con anti-TNFα 

redujo la mortalidad al 53.3% (8/15; p<0.01 respecto al grupo de ratas que no recibió tratamiento 

antibiótico).  

Realizamos una evaluación de los grupos de ratas que no recibieron tratamiento antibiótico 

(sin tratamiento y aquellos que recibieron anti-TNFα) y aquellos que sí recibieron tratamiento 

antibiótico (los que recibieron ceftriaxona sola y/o conjuntamente con anti-TNFα). Las ratas con 

PBI que no recibieron tratamiento antibiótico inoculadas con 109 ufc en 1 ml de E. coli en un 

volumen de 20 ml presentaron una mortalidad del 100%, mientras que en aquellas que recibieron 

tratamiento antibiótico con o sin anti-TNFα la mortalidad disminuyó a un 63% (21/30; p<0.001). 

Por lo tanto, podemos sugerir que la administración conjunta de anti-TNFα y una cefalosporina de 

tercera generación reduce la mortalidad en este modelo experimental, probablemente debido a la 

acción del antibiótico y a la acción moduladora de la respuesta inflamatoria por la administración 

del anti-TNFα. Sin embargo, este beneficio no fue estadísticamente significativo si comparamos 

ratas tratadas solo con ceftriaxona respecto a aquellas sin tratar (73% vs 100%; pNS). Por lo 

tanto, la acción conjunta puede ejercer algún beneficio para reducir la mortalidad en este modelo 

experimental y abre el camino a seguir investigando sobre esta acción bajo nuevas perspectivas. 
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Probablemente, serían necesarios estudios adicionales incluyendo más animales para evaluar si 

la asociación de la terapia antibiótica junto al anti-TNFα podría ser un posible enfoque terapéutico 

para reducir la mortalidad en pacientes cirróticos con PBE.  

Dado que el TNFα es parte de la respuesta inmunitaria normal frente a las infecciones 

bacterianas, es necesario estudiar en profundidad si la administración de anti-TNFα podría dar 

lugar a un aumento del riesgo de sobreinfecciones bacterianas. En el presente estudio no 

observamos sobreinfecciones en aquellas ratas tratadas con antibióticos y anti-TNFα respecto a 

las tratadas solo con antibiótico, sino más bien una tendencia a todo lo contrario en aquellas ratas 

que sobrevivieron. En las ratas supervivientes se realizaron cultivos de muestras de la 

laparotomía para estudio de la TB. Tres de las 4 ratas tratadas con ceftriaxona presentaban TB 

respecto a solo 1/7 del grupo que recibieron anti-TNFα junto a ceftriaxona (p=0.08). Estos 

resultados son similares a otros reportados previamente por nuestro grupo (194), que demostraron 

que la administración de anti-TNFα en ratas con cirrosis y ascitis estéril disminuía la incidencia de 

TB a GLM respecto al grupo de ratas no tratadas. Por ello, se debe ser prudentes a la hora de 

recomendar inmunomoduladores como el anti-TNFα una vez la infección está establecida. 

Estudios futuros deberían clarificar mejor esta observación. 

Actualmente aparte del anti-TNFα también se están estudiando otro tipo de inhibidores de 

TNFα, como moléculas no monoclonales relacionadas con derivados de la xantina tales como la 

pentoxifilina (195) o el receptor de serotonina 5-hidroxitriptamina (2A) o agonistas tales como 2,5-

dimetoxi-4-iodoanfetamina (196). Estas nuevas estrategias terapéuticas se podrían utilizar para 

evaluar los resultados obtenidos en esta Tesis en terapias con o sin antibióticos con estos nuevos 

tipos de inmunomoduladores y ver su posible utilización en la clínica.  

Los resultados analíticos destacados en este estudio revelan, en primer lugar, que el NOx 

fue el único parámetro analítico a las 4 horas postinfección que mostró diferencias 

estadísticamente significativas entre aquellas ratas que sobrevivieron y las que no. Se observó un 

aumento significativo de los niveles de NOx en aquellas ratas que no sobrevivieron (125.46 ± 62.0 

nmols/ml) respecto a aquellas ratas que sobrevivieron (84.96 ± 26.9 nmols/ml; p≤0.05). Estos 

resultados son similares a los que se ha observado en pacientes con PBE (178), y podría estar 

relacionado con episodios repetidos de TB y estimulación de la respuesta inmune antes de la 

inyección intraperitoneal con E. coli. Diversos estudios han demostrado que productos 

bacterianos como lipopolisacárido o el ADN bacteriano son capaces de estimular la respuesta 

inmune a través de receptores TLR4 y 9, respectivamente (190, 197), y que niveles de NOx más 

elevados se correlacionan con trastornos hemodinámicos graves, lo que podría tener valor 

predictivo de mortalidad. Estudios en pacientes con PBE también han observado niveles elevados 

de NOx y de TNFα durante los episodios de PBE. Estos marcadores serían por lo tanto útiles 

para predecir complicaciones tales como la insuficiencia renal y la mortalidad (93, 178, 198, 199). En 
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estudios realizados por nuestro grupo se han detectado episodios de TB en muestras 

secuenciales de sangre de pacientes con PBE en tratamiento con antibióticos, mediante la 

determinación de la presencia de fragmentos de ADN bacteriano en sangre. En dicho estudio se 

observó que los niveles de ADN bacteriano se relacionan de forma directa y significativa con 

citoquinas proinflamatorias y NOx (177). En otro estudio de Lopez-Talavera en un modelo en ratas 

con hipertensión portal, el anti-TNFα parece disminuir las alteraciones hemodinámicas (200), así 

como reducir los episodios de TB en un modelo de cirrosis (194). Estos datos sugieren que la 

modulación de la respuesta inflamatoria podría mejorar la supervivencia, apoyando nuestra 

hipótesis de que el uso de un anti-TNFα selectivo contra TNFα junto con un antibiótico como 

ceftriaxona sería capaz de disminuir la mortalidad en pacientes con PBE. 

En segundo lugar, si comparamos los niveles de TNFα entre las 4 horas postinfección y los 

obtenidos en la laparotomía en aquellos animales que sobrevivieron, observamos que 

disminuyeron los niveles de TNFα tras recibir ceftriaxona sola o en combinación con anti-TNFα, 

aunque los resultados solo alcanzaron significación estadística en el grupo de tratamiento que 

recibió ceftriaxona y anti-TNFα (p≤0.05). No se alcanzó significación estadística en el grupo 

tratado solo con ceftriaxona. Esto es debido seguramente a la especificidad del anti-TNFα mAb 

utilizado en esta investigación que permite disminuir los niveles de TNFα, consiguiendo 

conjuntamente con el tratamiento antibiótico una disminución del estado proinflamatorio una vez 

resuelta la infección. La administración de ceftriaxona y anti-TNFα en un modelo de PBI, por 

tanto, disminuye los niveles séricos de TNFα. Sin embargo, en el presente estudio no se 

observan diferencias significativas en la supervivencia en las ratas cirróticas con PBI tratadas con 

antibióticos asociados o no a la administración de anti-TNFα. Serían necesarios estudios 

adicionales que incluyeran más animales para evaluar si la asociación de antibiótico y anti-TNFα 

podría ser útil para reducir la mortalidad en ratas cirróticas con PBI, antes que esta combinación 

terapéutica pueda ser evaluada en estudios clínicos. 

El modelo experimental de PBI es una herramienta útil para evaluar la eficacia del 

tratamiento combinado de un antibiótico con un inmunomodulador y podría ser de gran utilidad 

para el estudio de nuevas terapias en estos pacientes. 
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ESTUDIO 1:  

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana 

inducida mediante la inoculación intraperitoneal de E. coli 

 

� Desarrollamos un nuevo modelo experimental de peritonitis bacteriana inducida en ratas 

cirróticas con o sin ascitis que es fácilmente reproducible, mediante la inoculación 

intraperitoneal de E. coli, el microorganismo más común en pacientes con cirrosis y PBE.  

� La inoculación intraperitoneal de E. coli produce una rápida respuesta polimorfonuclear en 

la cavidad peritoneal tanto en ratas cirróticas con o sin ascitis.  

� La mortalidad tanto de las ratas control como de las ratas con cirrosis con o sin ascitis 

depende directamente de la concentración del inóculo.  

� En el modelo de peritonitis inducida en ratas cirróticas sin ascitis, la mortalidad está 

relacionada tanto con la concentración del inóculo como con el volumen inoculado. 

� La mortalidad de les ratas cirróticas con peritonitis bacteriana inducida fue 

significativamente superior en ratas sin ascitis que en aquellas con ascitis. 
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� ESTUDIO 2: 

Estudio del efecto de la administración de un tratamiento antibiótico asociado o no a 

un inmunomodulador anti-TNF α sobre la mortalidad en ratas cirróticas con peritonitis 

bacteriana inducida 

 

� El tratamiento con ceftriaxona reduce la mortalidad en un 28.6% en el modelo 

experimental de ratas cirróticas sin ascitis con peritonitis bacteriana inducida inoculadas 

con 109 ufc/ml de E. coli en 20 ml de agua estéril. 

� La administración de anti-TNFα solo no modifica la mortalidad en este modelo 

experimental respecto al grupo tratado con placebo. 

� La asociación de ceftriaxona y anti-TNFα reduce significativamente la mortalidad en 

comparación con el tratamiento anti-TNFα solo y el grupo placebo.  

� La administración de ceftriaxona y anti-TNFα disminuye los niveles séricos de TNFα. 
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