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RESUM

La present tesi doctoral exposa el treball i les conclusions de la investigacié realitzada
sobre les infeccions en pacients amb cirrosi a través d’una perspectiva dual: a nivell
epidemiologic clinic i a nivell de possibles mecanismes immunologics subjacents; posant

emfasi en les infeccions per bacteris multiresistents a antibiotics (MDR).

Els pacients amb cirrosi hepatica presenten una disfuncié immunitaria que els fa
especialment vulnerables a les infeccions. Aquestes infeccions, especialment les
causades per bacteris multiresistents, sén la principal causa de descompensacio, fallida
multiorganica i mort en aquests pacients. Tot i que la mortalitat per altres complicacions
de la cirrosi ha disminuit, la relacionada amb infeccions ha augmentat els darrers anys.
Per aquests motius, la prevencid, deteccié precog i tractament de les infeccions en la

cirrosi hepatica suposa un gran repte en |'actualitat.

El primer estudi que composa la present tesi doctoral avalua de manera retrospectiva la
incidéncia i el tipus d’infeccions en pacients amb cirrosi en un moment de pandémia
mundial, comparant amb un periode de temps previ a la pandémia. Va ser publicat a la
revista Scientific Reports (JCR 2024: IF 3,9, Q1). Es tracta d’un estudi novedds ja que no
s’havia avaluat mai previament en el nostre medi com afectava una pandemia i les
mesures restrictives associades a la mateixa, al tipus d’infeccions que presenten els
pacients amb cirrosi ingressats a les plantes d’hospitalitzacié convencionals. Tot i que la
incidéncia d’infeccions fou similar en ambdds periodes, durant la pandémia es va
observar una tendéncia a una menor incidéencia d’infeccions nosocomials, amb una
major incidencia d’infeccions per bacteris multiresistents. Aixo ens indica que les
mesures estandards de prevencié d’infeccions sén necessaries per evitar I'augment

d’infeccions nosocomials i de bacteris multiresistents.

En el segon estudi vam analitzar la resposta immunitaria in vitro d’individus sans davant
d’Escherichia coli obtinguts de pacients amb cirrosi hepatica. L'objectiu fou donar
resposta a la pregunta clinica de si el pitjor pronostic sovint associat a les infeccions per
bacteris multiresistents podia estar relacionat amb una resposta immunitaria diferent a

la produida per les soques sensibles. En aquest estudi publicat a la revista
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Microorganisms (IF JCR 2024: 4,2; Q2) varem comparar la resposta immunitaria in vitro
de cél-lules mononuclears en base a la produccié de citocines davant de dos components
(les proteines de superficie i I’ADN) d’E. coli MDR i d’E. coli sensibles a antibiotics. No
varem observar diferents patrons de resposta, suggerint que aquest pitjor pronostic no
sembla relacionat amb una resposta immunitaria diferent respecte als bacteris sensibles
a antibiotics, sind per altres factors. A més, destaca que la resposta immunitaria estava
fortament influenciada per la variabilitat interindividual entre els diferents donants.
Aquests resultats obren la porta a seguir avangant en I'estudi dels mecanismes implicats

en la variabilitat interindividual davant de les infeccions i les seves implicacions cliniques.

En conclusid, aquesta tesi pretén aportar coneixement sobre les infeccions en la cirrosi,
posant émfasi en aquelles per gérmens MDR, des d’un punt de vista clinic i experimental,
subratllant la importancia de les mesures higieniques per prevenir les infeccions
nosocomials i que el pitjor pronostic de les infeccions per bacteris MDR estaria
relacionat amb el retard en un tractament antibiotic efectiu o amb altres factors més

que amb una resposta immunitaria diferent.
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SUMMARY

This doctoral thesis presents the work and conclusions of the research carried out on
infections in patients with cirrhosis from a dual perspective: clinical epidemiology and
potential underlying immunological mechanisms, with a focus on infections caused by

multidrug-resistant (MDR) bacteria.

Patients with liver cirrhosis exhibit immune dysfunction that makes them particularly
vulnerable to infections. These infections, especially those caused by MDR bacteria, are
the leading cause of decompensation, multi-organ failure, and death in these patients.
Although mortality from other cirrhosis-related complications has decreased, infection-
related mortality has increased in recent years. For these reasons, prevention, early
detection, and treatment of infections in liver cirrhosis represent a significant current

challenge.

The first study that comprise this doctoral thesis, retrospectively evaluates the incidence
and types of infections in patients with cirrhosis during a period of global pandemic,
comparing it with a pre-pandemic period. It was published in Scientific Reports (JCR
2024: IF 3.9, Q1). This is a novel study, as the impact of a pandemic and its associated
restrictive measures on the types of infections experienced by patients with cirrhosis
had never been evaluated in our setting before. Although the overall incidence of
infections was similar in both periods, during the pandemic a trend towards a lower
incidence of nosocomial infections was observed, along with a higher incidence of
infections caused by MDR bacteria. This indicates that standard infection prevention
measures are essential to avoid increases in nosocomial infections and multidrug-

resistant bacteria.

In the second study, we analyzed the in vitro immune response of healthy individuals to
Escherichia coli strains obtained from patients with liver cirrhosis. The objective was to
address the clinical question of whether the poorer prognosis often associated with
infections by MDR bacteria is due to an immune response different from that elicited by
sensitive strains, or to other factors. This article was published in the journal

Microorganisms (JCR 2024 IF: 4.2; Q2). In this study, we compared the in vitro immune

17



Summary

response of mononuclear cells based on cytokine production in response to two
components (surface proteins and DNA) of several MDR E. coli and antibiotic-sensitive
E. coli. We did not observe different response patterns, suggesting that the poorer
prognosis does not appear to be related to a distinct immune response compared to
antibiotic-sensitive bacteria, but rather to other factors. Moreover, the immune
response was found to be strongly influenced by interindividual variability among the
different healthy donors. These results pave the way for further investigation into the
mechanisms underlying interindividual variability in response to infections and their

clinical implications.

In conclusion, this thesis aims to provide new information on infections in cirrhosis, with
a particular focus on those caused by MDR organisms, from both clinical and
experimental perspectives. Our results highlight the importance of hygienic measures
to prevent nosocomial infections and the widespread of MDR organisms, and suggest
that the poorer prognosis of infections caused by MDR bacteria is more likely related to
delays in effective antibiotic treatment or other factors, rather than to a different

immune response.
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Introduccio

1. INTRODUCCIO

1.1. Lacirrosi hepatica: concepte, etiologia i epidemiologia

La cirrosi hepatica és |’estadi final de la malaltia hepatica cronica, caracteritzada per una
inflamacid hepatica persistentque provoca la substitucio del teixit hepatic sa per septes
fibrosos i noduls de regeneracié (1). Aquesta alteracié del parénquima hepatic i la
distorsié de I'arquitectura vascular, afavoreixen I'aparicié de la hipertensié portal i la
insuficiéncia hepatica, i finalment les descompensacions de la cirrosi, que comporten
freqlients ingressos hospitalaris, perdua de la qualitat de vida i una alta morbilitat i

mortalitat.

En relacié a I'etiologia de la cirrosi, a Europa estem observant un canvi de paradigma. El
consum abusiu d’alcohol representa la principal etiologia de la cirrosi coincidint amb
I'important descens de les hepatitis virals gracies a la seva prevencié i tractament amb
antivirals (2). Tanmateix, ha augmentat de manera notable la cirrosi per malaltia
hepatica associada a disfuncié metabolica en paral-lel a la major prevalenca de sindrome
metabolica (3), destacant que els factors de risc metabolic estan augmentant de manera
preocupant també en infants i adolescents, constituint una amenaca important per a la
salut global en les proximes décades (4). A Asia, en canvi, la prevalenca d’hepatitis B és

molt alta i continua essent la principal etiologia (5).

La prevalenca estimada de cirrosi hepatica compensada fou de 112 milions a nivell
mundial al 2019, el que correspon a una prevalenca ajustada per edat de 1.395 casos
per 100.000 habitants (6), si bé probablement estigui infraestimada donat que en
aquesta fase la malaltia és asimptomatica (7). A Europa, la prevalenca mitjana de cirrosi

va ser de 833 casos per 100.000 habitants (amb un rang entre 447 i 1.100) (8).

La cirrosi hepatica és I'onzena causa principal de defuncié a nivell mundial i |a tercera
entre les persones de 45 i 64 anys (4,9). Es responsable d’un milié de morts anuals al
mon i, juntament amb el cancer de fetge, representa el 3,5% de les morts mundials
(6,10). A més de I'elevada mortalitat, la cirrosi té un gran impacte en la salut global ja
gue comporta una disminucié de la qualitat de vida relacionada amb la salut, important

utilitzacid de recursos sanitaris, incapacitat laboral i una significativa carrega familiar,
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social i economica (11). De fet, és una de les 15 primeres causes de perdua d’anys de

vida ajustats per discapacitat, amb major impacte en les persones joves (6).

1.2. Historia natural de la cirrosi hepatica

La fase inicial de la cirrosi és en la seva forma asimptomatica o “compensada”, pero
I"augment de la pressid portal i I'empitjorament de la funcié hepatica poden comportar
I’evolucié a una cirrosi simptomatica o “descompensada”. La descompensacid es
caracteritza per I'aparici6 de complicacions de la cirrosi com I’ascites, ’hemorragia
varicosa i I'encefalopatia hepatica (EH) (1,12). La probabilitat de passar d’una cirrosi
compensada a una descompensada és del 5-8% per any, essent major el risc si I’etiologia
de la cirrosi es troba activa com, per exemple, la relacionada amb el consum d’alcohol
persistent. El pronostic d’aquests dos estadis és molt diferent. En una revisié sistematica
amb una gran cohort de pacients, la supervivéncia mitjana passava de més de 12 anys
en cirrosi compensada a uns 2 anys en la descompensada (12). Segons dades més
recents, la supervivéncia en la cirrosi descompensada pot oscil-lar entre 2 i 4 anys, essent

menor en cas de descompensacions recurrents (13)

Dins de cadascun d’aquests dos estadis, hi ha pacients amb pronostics diferents. En la
fase compensada, els pacients es poden classificar segons la presencia o no
d’hipertensié portal clinicament significativa (HTPCS). En abséncia d’HTPCS, el risc de
descompensacio és molt baix. En presencia d’"HTPCS (definida per un gradient de pressio
venosa hepatica superior a 10 mmHg o, de manera indirecta, per elastografia hepatica
combinada amb el recompte de plaquetes), el risc augmenta notablement. Dins del grup
amb HTPCS, la preséncia de varices esofagiques s’associa amb un risc encara més alt de
descompensacid i una mortalitat anual d’aproximadament el 10%, en comparacié amb

menys de I'1% en pacients sense varius (14).

Dins de la fase descompensada, caracteritzada per un augment de la hipertensié portal
i la circulacié hiperdinamica, el tipus i nombre de descompensacions també tenen
diferents implicacions pronostiques. L’hemorragia per varices s’associa a un risc de
mortalitat als 5 anys del 18-20% mentre que aquest risc augmenta fins al 25% en cas de
gualsevol altra descompensacié diferent de I'hemorragia, principalment I'ascites,
seguida de I'EH(15,16). Si es produeix una segona descompensacié sobreafegida, el risc
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de mortalitat als 5 anys augmenta fins al 55-80% (16). La combinacié més freqlient és
I'ascites i I'hemorragia per varices. Finalment, tant la infeccié com la insuficiéncia renal
aguda (AKI) en la cirrosi descompensada es relacionen amb un risc de mortalitat de
quatre o cinc vegades superior respecte aquells que no les presenten (17-19). Aixi, s’ha
descrit un ultim estadi de descompensacié avancada que resulta d’'una progressiva
vasodilatacié esplancnica i de la circulacié hiperdinamica, translocacié bacteriana i
inflamacié sistemica. Aquest ultim estadi es defineix per I'ascites refractaria, les
infeccions, I'AKI, I'EH persistent i/o la disfuncid multiorganica; tot i ser un grup
heterogeni, aquests pacients presenten un risc de mort a I'any molt elevat, d’entre el

60% i el 80% (14,17,20).

Tenint en compte aquestes dades, la classificacio actual de la historia natural de la cirrosi
hepatica es presenta a la Figura 1. L'estadi 1 (sense varices esofagiques ni ascites) i
I'estadi 2 (varices esofagiques, sense ascites) abarquen la cirrosi compensada, mentre
que la cirrosi descompensada abarca l'estadi 3 (hemorragia per varices), 4
(descompensacié diferent de I’'hemorragia), 5 (segona descompensacié sobreafegida) i

6 (descompensacié avancada persistent) (12,14,21-23).

Cirrosi compensada Cirrosi descompensada
Estadi 1 Estadi 3 Estadi 6
HTPCS, no varices Hemorragia varicosa Descompensacio avangada
> N « ascites recurrent/refractaria
Estadi 2 PR Estadi 4 » infeccions
HTPCS i varices Ascites/EH » sd. hepatorenal
- » disfuncié organica
Estadi 5 extrahepatica
Hemorragia varicosa +
ascites/EH

iy i

Insuficiéncia hepatica aguda sobre crénica (ACLF) i/o mort

Figura 1. Estadis clinics de la cirrosi hepatica. HTPCS: hipertensié portal clinicament
significativa; EH: encefalopatia hepatica. Adaptat de D’Amico G et al. Aliment Pharmacol Ther
(2014), D’Amico G et al. ) Hepatol (2018), Jalan R et al. J Hepatol (2021), D’Amico G et al.
Hepatology (2024), Artru F et al. ) Hepatol (2024).
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La insuficiéncia hepatica aguda sobre cronica (acute-on-chronic liver failure, ACLF) és
una forma greu de descompensaciod de la cirrosi que pot apareixer en qualsevol estadi,
amb una alta mortalitat a curt termini: 20% als 28 dies i 38-96% als 6 mesos. Aquesta
sindrome es caracteritza per la disfuncié d’un o més dels sis principals sistemes organics
(fetge, ronyd, cervell, pulmons, coagulacid i circulacid) i per una inflamacié sistémica
(24). Els factors precipitants d’ACLF poden ser intrahepatics, extrahepatics o ambdés;
els més freqiients sén les infeccions bacterianes i I’hepatitis alcoholica greu (25). Segons

el nimero d’organs afectats es divideix en tres graus, amb major mortalitat a major grau:

- ACLF grau 1, inclou 3 subgrups:
- Unicament fallada renal (creatinina 22,0 mg/dL)

- fallada d’un organ (fetge, coagulacio, circulacié o pulmons) associada a
una o ambdues de les seglents: disfuncié renal (creatinina 1,5mg/dL-

1,9mg/dL) o EH grau I-lI

- EH grau IlI-IV amb disfuncio renal (creatinina 1.5mg/dL-1.9mg/dL)
- ACLF grau 2: fallada de dos organs
- ACLF grau 3: fallada de tres o més organs.

L’hepatocarcinoma (HCC) és la tercera causa de mortalitat associada a cancer a nivell
global i la principal causa de mort en els pacients amb cirrosi hepatica (26). Pot
desenvolupar-se en qualsevol dels estadis de la cirrosi i la seva incidencia anual és del
1% - 6%. L’aparicio d’"HCC s’associa a un alt risc de descompensacié i de descompensacié

avancada en pacients amb cirrosi (27).

1.3. Fisiopatologia de la cirrosi hepatica

La cirrosi hepatica és una malaltia cronica caracteritzada per una remodelacié de
I'arquitectura del fetge a conseqliencia d’'un procés inflamatori i fibrogenic sostingut.
Diverses cel-lules hepatiques intervenen en aquest procés, principalment els hepatocits,
les cel-lules estrellades hepatiques (HSC), les cel-lules endotelials sinusoidals (SEC) i les
cél-lules de Kupffer (KC). Les HSC, normalment encarregades d’emmagatzemar vitamina

A, s’activen en resposta a citocines inflamatories, es transformen en miofibroblasts i
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comencen a sintetitzar col-lagen i matriu extracel-lular, contribuint a la fibrosi (28). Les
SECs, que recobreixen els sinusoides amb estructures fenestrades per facilitar
I'intercanvi entre la sang i els hepatocits, perden aquestes fenestracions en la cirrosi
(capil-laritzacié sinusoidal), afavorint la resisténcia al flux sanguini (29). Alhora, els
hepatocits danyats alliberen espécies reactives d’oxigen i mediadors proinflamatoris, i
les KCs, activades, secreten citocines i actuen com a cél-lules presentadores d’antigen
(30). Aquest conjunt de canvis cel-lulars provoca alteracions estructurals que
distorsionen I'angioarquitectura hepatica i incrementen la resisténcia vascular
intrahepatica, conduint al desenvolupament progressiu de la hipertensio portal (30). A
I'augment de la resisténcia intrahepatica s’hi afegeixen alteracions funcionals, com la
vasoconstriccid sinusoidal, causada per un desequilibri entre agents vasodilatadors i
vasoconstrictors. En destaca la reduccié de la produccié d’oxid nitric per part de SEC,
especialment en situacions d’estres, com les infeccions. Aquests factors contribueixen a

intensificar encara més la hipertensié portal (29,30).

L’augment de la pressid portal desencadena un conjunt d’alteracions hemodinamiques
sistémiques, entre les quals destaca la vasodilatacio arterial esplancnica. En aquest
territori, a diferéncia del fetge, la produccié d’oxid nitric esta augmentada —inicialment
com a resposta adaptativa i, posteriorment, com a conseqliéncia de la translocacié
bacteriana i de la inflamacid sistémica cronica. Aquesta vasodilatacié incrementa el flux
sanguini portal, el qual, en combinacié amb I'augment de resistencia intrahepatica,
agreuja la hipertensioé portal (31). La disminucié del volum arterial efectiu que en resulta
activa sistemes neurohumorals compensatoris, com el sistema nervids simpatic, el
sistema renina-angiotensina-aldosterona i la vasopressina, que busquen restaurar la
perfusid perd acaben afavorint la retencié de sodi i aigua, contribuint a la formacié

d’ascites i edemes (1).

En fases avancades, aquesta hiperactivacié neurohumoral pot deteriorar la funcié renal
i provocar sindrome hepatorenal, una forma greu d’insuficiencia renal funcional, mentre
que la circulacié hiperdinamica — amb augment del debit cardiac — pot veure's limitada

per una miocardiopatia cirrotica, que agreuja la hipovolémia efectiva (32,33).
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L'increment sostingut de la pressio portal afavoreix també la formacid de circulacio
col-lateral portosistemica, com ara les varices esofagiques, que poden trencar-se i
causar hemorragies digestives greus (34). A més, els shunts portosistémics i la disfuncio
hepatocel-lular redueixen la capacitat del fetge per eliminar toxines com I'amoni,

afavorint I'aparicié d’EH (35).

Un altre component clau en la fisiopatologia de la cirrosi és la inflamacid sistemica
cronica, afavorida per la translocacié bacteriana patologica, que consisteix en el pas de
bacteris intestinals o dels seus productes a la circulacié sistémica a través d’'una mucosa
intestinal alterada (36). Aquesta translocacid s’associa a hipertensid portal,
permeabilitat intestinal augmentada, alteracions de la microbiota i retard del transit
intestinal. Tant els patrons moleculars associats a patogens (PAMPs) com els patrons
moleculars associats a dany cel-lular (DAMPs) contribueixen a I’activacio del sistema
immunitari innat i a una resposta proinflamatoria sostinguda, amb elevacié de citocines
i quimioquines. Aquesta inflamacié contribueix a la disfuncié multiorganica, augmenta
el risc d’infeccions greus i afavoreix |'aparicié de sindrome de resposta inflamatoria
sistémica (SIRS) i insuficiencia organica aguda, com I'EH, on la hiperamonémia i la

neuroinflamacié tenen un paper sinéergic.

En conjunt, la fisiopatologia de la cirrosi resulta de la interaccid entre hipertensid portal,
disfuncié circulatoria sistemica, activacid neurohumoral, inflamacié sistémica i
alteracions de la barrera intestinal i del microbioma, factors que, de manera
interrelacionada, condueixen a la descompensacid hepatica i a les seves complicacions

més greus. A la figura 2 es resumeixen aquests factors.
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Figura 2. Fisiopatologia de la cirrosi i les seves complicacions. RAAS: sistema renina-

angiotensina-aldosterona; SNS: sistema nervids simpatic. Font: Ginés P et al. Lancet (2021)

1.4. Infeccions en la cirrosi hepatica

La cirrosi comporta un estat de disfuncié immunitaria que predisposa a les infeccions
bacterianes, fungiques i viriques. De fet, les infeccions bacterianes sén 5-6 vegades més
freqlients en pacients amb cirrosi que en la poblacié general (37). Les infeccions sén un
desencadenant freqient de descompensacié aguda i/o ACLF, i s’associen a una alta
mortalitat i una carrega sanitaria i economica en augment (38). Destaca el fet que la
mortalitat associada a la majoria de complicacions de la cirrosi com |I’"hemorragia
varicosa o la sindrome hepatorenal ha disminuit al llarg dels anys pero en canvi aquella
atribuida a infeccions ha augmentat, multiplicant per quatre el risc de mort respecte els
no infectats (19,39). Es per tant evident que cal aprofundir en el coneixement de les

complicacions infeccioses a la cirrosi per tal d’optimitzar la seva prevencié i tractament.

1.4.1. Epidemiologia de les infeccions

27



Introduccio

En els pacients amb cirrosi ingressats per descompensacié aguda, les infeccions
bacterianes son freqlients (24—-29 %) i encara més en el context d’hemorragia digestiva
(fins al 50 %) (38). La majoria d’aquestes infeccions bacterianes sén adquirides a la
comunitat (entre el 32 i el 50%), seguides de les associades a |’atencid sanitaria (25-41%)
i les nosocomials (25-37%) (37). En pacients amb cirrosi, les infeccions progressen a
sepsia més freqlientment que en la poblacié general (2,6 vegades) (40). En un estudi
derivat del projecte PREDICT, Trebicka et al. descrigueren que les infeccions bacterianes
son el desencadenant més freqlient de descompensacié aguda de la cirrosi (29.3%) i
d’ACLF (50%) (25). Els pacients amb ACLF associat a infeccions presenten una mortalitat
als 90 dies superior a aquells amb ACLF no associat a infeccié (41) i aquesta mortalitat
encara es veu més augmentada en cas de retard diagnostic i tractament empiric
inadequat, sent aquest freqiient degut al progressiu increment de les infeccions per
organismes multiresistents (MDRO). A més, les infeccions sén una causa freqlient de

segona descompensacio com AKI o recidiva d’hemorragia varicosa (37).

La infecciéd més freqlient en pacients amb cirrosi és la peritonitis bacteriana espontania
(PBE), representant el 20-30% dels casos (37). La PBE es defineix com la infeccié del
liquid ascitic que cursa amb un augment de leucocits polimorfonuclears en el liquid
ascitic superior o igual a 250/mm?3 amb cultiu positiu o negatiu, en abséncia d’una causa
intraabdominal que ho justifiqui (42,43). La translocacié bacteriana amb |’arribada de

bacteris intestinals al liquid ascitic és el principal mecanisme patogénic implicat (44).

Les altres infeccions freqlients en la cirrosi sdn: infeccions del tracte urinari (20-25%),
pneumonia (10-20%), bacteriémia espontania (8-15%) i infeccions de pell i teixits tous
(5-10%) (45). Altres infeccions menys freqlients sén: colangitis, endocarditis, infeccions
relacionades amb cateter, enterocolitis per Clostridioides difficile, peritonitis secundaria,
empiema espontani, meningitis i infeccions osteoarticulars. Aproximadament el 20%
dels pacients infectats desenvolupen una segona infeccié durant l'ingrés, la qual

s’associa a major mortalitat (46)

Els principals patogens soén els bacteris gramnegatius (principalment Escherichia coli i
Klebsiella spp.), pero les infeccions per grampositius (principalment Streptococcus spp.,

Enterococcus spp. i Staphylococcus spp.) han augmentat en els darrers anys i ja son igual

28



Introduccio

de prevalents (38,41). La infeccid per Clostridioides difficile és més freqiient en la cirrosi
que en la poblacié general i s’associa a major mortalitat i despesa sanitaria (47). Les
infeccions per MDRO sén un greu i creixent problema mundial i ja representen entre el
30 i el 50% de les infeccions bacterianes en la cirrosi (38,48). Desenvoluparem les

infeccions per MDRO al punt 1.6.

Les infeccions fungiques sdn menys freqlients que les bacterianes (3-7% de les infeccions
amb cultiu positiu, tot i que sovint son infradiagnosticades) perd tenen una elevada
mortalitat, especialment en pacients immunodeprimits o amb hepatitis alcoholica greu
(37,38). Les més frequents son la candidiasi invasiva i I'aspergil-losi pulmonar i

habitualment sén nosocomials (38).

Les infeccions viriques agudes sén poc freqlients perdo també contribueixen
significativament a la morbimortalitat d’aquests pacients, particularment les infeccions
per virus respiratoris com la grip o el coronavirus de tipus 2 causant de la sindrome

respiratoria aguda greu (SARS-CoV-2).

El desenvolupament de mesures eficaces per a la prevencid, la deteccidé precog i el
tractament de les infeccions en pacients amb cirrosi és un repte, especialment tenint en

compte I'increment progressiu de la incidéncia d’infeccions per MDRO (37,38)

1.4.2. Patogenesi de les infeccions

La cirrosi s’associa a varis factors intrinsecs i extrinsecs que predisposen a les infeccions
(Figura 3). Respecte els factors intrinsecs, els més rellevants sén: a) la disfuncié
immunitaria associada a la cirrosi (CAID), b) les alteracions de |'eix intesti-fetge (inclou
la disbiosi intestinal i I'alteracié de la barrera intestinal, que resulten en una translocacio
bacteriana patologica) i c) la predisposicidé genetica. Entre els factors extrinsecs que
augmenten la susceptibilitat a infeccions trobem I’Us cronic d’inhibidors de la bomba de
protons (IBP), la  malnutricid-sarcopénia i I'exposici6 a procediments

invasius/hospitalitzaciod, entre d’altres.
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Figura 3. Factors que intervenen en la patogénesi de les infeccions en la cirrosi. IBP:

inhibidors de bomba de protons

1.4.2.1 Factors intrinsecs

a) Disfuncié immunitaria associada a la cirrosi (CAID)

La cirrosi es considera una malaltia sistémica ja que afecta a la majoria d’organs i
sistemes del cos, entre ells el sistema immunitari. El concepte de CAID es refereix a
I'ampli espectre d’alteracions immunitaries en la cirrosi i es caracteritza per dos
components principals: una immunodeficiéncia per la incapacitat de respondre als
patogens i una inflamacio sistémica per I'estimulacié persistent del sistema immunitari
(49). Segons la intensitat de la CAID, existeixen dos fenotips immunitaris diferents: el
fenotip d’inflamacié sistemica de baix grau (present en pacients compensats i
descompensats sense fallada organica) i el fenotip d’inflamacié sistemica d’alt grau
caracteritzat per inflamacié i immunodeficiéncia greus (present en pacients amb ACLF)
(50). Aquests fenotips representen els extrems d’un espectre continu d’alteracions de la

immunitat i sén potencialment reversibles.

El fetge sa juga un paper essencial en I'homeostasi del sistema immunitari mitjancant la
vigilancia contra patogens i la produccié de molecules necessaries per a una resposta

immunitaria efectiva (51). Disposa de cél-lules especialitzades, com les KC i les SECs, que
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capten i eliminen patogens (29). A més, el fetge regula la resposta immunitaria
mitjangant la produccié de proteines com el complement i altres receptors de
reconeixement de patrons (PRR). La ubicacid del fetge entre el sistema portal — que
transporta bacteris i els seus productes des de l'intesti — i la circulacid sistémica, com
s’explicara més endavant, posa encara més de relleu la importancia d’aquesta funcié de

vigilancia immunologica.

Immunodeficiéncia

La immunodeficiencia de la cirrosi es caracteritza per la preséncia d’anomalies en les
cel-lules del sistema immunitari que comprometen la seva funcié efectora i provoquen
una paralisi immunitaria. Aquestes alteracions inclouen defectes funcionals, expansié
de determinades subpoblacions de céel-lules immunitaries o una expressié reduida de
moléecules coestimuladores. En la cirrosi, aquesta immunodeficiéncia s’explica
principalment per la distorsio estructural del parenquima hepatic, que compromet la
funcio de vigilancia immunitaria, i per 'alteracié funcional de les cel-lules immunitaries
circulants (50). En fases inicials, es manifesta mitjancant alteracions en les cél-lules
mieloides (monocits i neutrofils), com ara la reduccié de la seva capacitat fagocitica. A
mesura que la malaltia avanc¢a, la immunodeficiéncia augmenta, i en I’ACLF es
caracteritza per disminucid de I'expressié de HLA-DR, produccié reduida de TNF en
resposta a lipopolisacarid (LPS) per part dels monocits, reduccié de I'explosié oxidativa i
alteracio de la fagocitosi en monocits i neutrofils. En I’ACLF també hi ha un augment dels
nivells de mondcits que expressen el receptor tirosina quinasa MER (MERTK) — que
actuen com a fre de la inflamacidé al suprimir les respostes immunitaries innates
excessives — i de monodcits que produeixen citocines antiinflamatories com |la
interleucina (IL) 10 (50,52). De fet, s’ha vist que una resposta immunosupressora
excessiva (evidenciada per nivells elevats d’IL-10 o un nombre elevat de monocits
MERTK+) en el moment de I'ingrés hospitalari es correlaciona amb pitjor pronostic en
pacients amb ACLF (53). Un altre mecanisme clau és |'esgotament de les cél-lules
immunitaries de vigilancia, causat per I’estimulacié constant del sistema immunitari per
productes bacterians provinents d’una barrera intestinal alterada, com els PAMPs, i per

DAMPs, especialment en I’ACLF.
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Paral-lelament, la disfuncié immunitaria també s’agreuja per la insuficieéncia hepatica
propiament dita. La disminucié de la sintesi d’albimina i la seva disfuncié afecten la
resposta immunologica, a més de la funci6 hemodinamica (54). Altres alteracions
frequents a la cirrosi com la hiperamonémia i la hiponatremia també interfereixen amb

la fagocitosi i poden afavorir un fenotip proinflamatori en els neutrofils.

Finalment, el dany en el teixit limfoide associat a l'intesti (GALT) contribueix a la
perpetuacié de la inflamacidé sistemica cronica, afavorint la translocacid bacteriana i

tancant un cercle vicids d’activacido immunitaria i immunodeficiéncia (50).

En definitiva, la immunodeficiencia augmenta el risc d’infeccions bacterianes en totes

les fases de la malaltia hepatica, fins i tot en la cirrosi compensada.

Inflamacio sistémica

En la cirrosi, la inflamacid sistemica coexisteix amb la immunodeficiéncia préviament
descrita i és el resultat de I'estimulacié persistent de les cél-lules immunitaries, amb
sobreproduccié de citocines proinflamatories i expressi6 de marcadors d'activacié

cel-lular.

La inflamacid sistémica en la cirrosi es desencadena per diversos mecanismes
interrelacionats. D’una banda, I'augment de la permeabilitat intestinal, associat a la
disbiosi i al sobrecreixement bacteria, facilita la translocacié de bacteris i de PAMPs cap
al fetge i la circulacié sistemica. Alhora, la progressio de la malaltia hepatica cronica
comporta la necrosi d’hepatocits, pel qué s’alliberen DAMPs, que també contribueixen
a l'activacié immunitaria. A més, la progressiva disregulacié del sistema immunitari
propia de la cirrosi, afavorida per I'estrés cel-lular i una resposta exagerada als PAMPs,

dona lloc a una activacid descontrolada del sistema immunitari (50).

Tant els PAMPs com els DAMPs activen els PRR de cél-lules immunitaries, com els toll-
like receptors (TLR) o els nod-like receptors (NLR), que indueixen la produccié de
citocines i quimiocines via les rutes de senyalitzacid proinflamatories NF-kB (produint IL-
6, TNF, IL-1B) i IRF3 (produint interferons de tipus 1 i IP-10) (50). Aquesta activacio

s’inicia al GALT i als ganglis limfatics mesentérics, i s’estén a la sang periférica, on les
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citocines alliberades estimulen la produccié d’oxid nitric per I’endoteli, contribuint a la
vasodilatacié sistemica, la hipertensié portal i la disfuncié circulatoria. La intensitat de
la inflamacié sistémica es correlaciona amb la severitat de la disfuncié organica i la

mortalitat, especialment en pacients amb ACLF (52).

Es de destacar que les citocines i les cél-lules immunitaries predominantment implicades
en I'estat proinflamatori de la cirrosi sén les relacionades amb la resposta innata, més
gue no pas l'adaptativa. Com ja s’ha comentat, actualment es descriuen dos fenotips
d’inflamacié (50). El primer és el fenotip d’inflamacié sistémica de baix grau,
caracteritzat per una activacid immunitaria exagerada perd amb resposta efectora
parcialment preservada. El segon és el fenotip d’inflamacio sistémica d’alt grau, vinculat
a I’ACLF, amb fracas multiorganic per I'alliberament massiu de citocines, |'activacié de
mecanismes de mort cel-lular, I'estrés oxidatiu i el reclutament de cél-lules immunitaries

efectores.

En conjunt, la inflamacid cronica i la disfuncié immunitaria fan els pacients amb cirrosi
més vulnerables a infeccions i contribueixen a la progressié de la malaltia i les seves

complicacions. A la figura 4 es descriuen els components del CAID.

Cirrosi Cirrosi ACLF
compensada : descompensada

ST

& o

Baix grau Alt grau Inflamacié sistémica

Immunodeficiéncia

Intensitat
del CAID

Figura 4. Disfuncié immunitaria associada a la cirrosi (CAID). ACLF: insuficiéncia hepatica
aguda sobre cronica. Adaptada de Albillos A et al. Nat Rev Gastroenterol Hepatol (2020).

Creada amb Biorender.com.
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b) Alteracions en I’eix intesti-fetge

L’eix intesti-fetge fa referéncia a la relacié bidireccional entre I'intesti —inclosa la seva
microbiota— i el fetge, una connexié que resulta de les interaccions entre factors
dietetics, genétics i ambientals. Aquesta comunicacié mutua es produeix principalment
através de lacirculacio portal, que transporta cap al fetge productes derivats de I'intesti,
inclosos bacteris i les seves molécules. Alhora, el fetge respon mitjangant la secrecié de
bilis i anticossos cap a l'intesti, modulant la composicié de la microbiota i la funcié de la
barrera intestinal. Quan aquesta barrera es veu alterada, s’incrementa el pas de
microorganismes i dels seus productes cap al fetge, contribuint aixi a I'aparicié o

empitjorament de diverses malalties hepatiques (55).

La microbiota intestinal

La microbiota intestinal és el conjunt de microorganismes que habiten de manera
natural el tracte digestiu. La formen trilions de microorganismes entre bacteris, virus,
fongs, arqueus i protozous, essent pero els bacteris el grup més nombrés i rellevant (56).
La microbiota intestinal exerceix funcions essencials per a I'hoste: regula el sistema
immunitari, impedeix la proliferacié excessiva de patogens, modula la proliferacié
cel-lular i la vascularitzacid, i regula rutes neuro-endocrines (57). A més, participa en la
generacié d’energia proporcionant entre un 5 i un 10% dels requeriments energétics
diaris de I'hoste, biosintetitza vitamines i neurotransmissors, metabolitza sals biliars,
carbohidrats i oligosacarids complexos resultant en la sintesi d’acids grassos de cadena
curta (AGCC). També participa en el metabolisme de determinats farmacs, i contribueix

a I'eliminacié de toxines exogenes (57).

Els canvis en la seva composicié en forma de sobrecreixement bacteria (augment del
numero de bacteris) o la disbiosi (alteracié en la composicié bacteriana) s’associen a
diverses patologies croniques i inflamatories, entre elles, la cirrosi. Aquesta disbiosi
s'agreuja amb la descompensacio i es relaciona amb un pitjor pronostic. A través de
tecniques metagendmiques sabem que la microbiota intestinal dels pacients amb cirrosi
es caracteritza per una reduccié de la diversitat microbiana (58) especialment en I’ACLF
(59), disminucié de bacteris beneficiosos (com Lachnospiraceae i Ruminococcaceae) i
augment de bacteris potencialment patogens, com bacils gramnegatius de la familia
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Enterobacteriaceae (per exemple, Escherichia spp i Klebsiella spp) i cocs grampositius de
les families Streptococcaceae i Enterococcaceae. Els principals factors que alteren la
microbiota en la cirrosi son la reduccio de la motilitat intestinal, la baixa secrecié d’acid
gastric i acids biliars, els déficits immunitaris a nivell intestinal i la invasié de bacteris

d’origen oral a l'intesti (55).

Disfuncid de la barrera intestinal

Donat que el tracte gastrointestinal esta constantment en contacte amb
microorganismes comensals i patogens, és imprescindible que desenvolupi un sistema
de defensa i control que impedeixi que aquests microorganismes estableixin una
infeccid, perd que alhora mantingui la interficie amb els nutrients necessaris per a
I'organisme. Aquest sistema s’organitza en capes. La primera defensa és la microbiota
resident, que competeix amb els patogens. A continuacid, de manera fisiologica, hi ha
la capa de moc que actua com a barrera fisica i conté productes antimicrobians i IgA
secretora (60). Sota aquesta capa hi ha una monocapa de cel-lules epitelials intestinals
(enterocits, cel-lules caliciformes, tuft i enterocromafines) que actuen de barrera.
Aquesta barrera és alhora fisica (les cél-lules epitelials estan unides per unions estretes),
eléctrica (amb carrega negativa que rebutja bacteris) i quimica (mitjancant péptids
antimicrobians) (55). A més, la barrera intestinal esta reforcada per diverses cel-lules
immunitaries que patrullen I'epiteli i la lamina propia, on es troben les cél-lules
plasmatiques que alliberen IgA. Si els bacteris traspassen I'epiteli, poden arribar a la
lamina propia, pero només una petita part dels patogens es disseminaran a nivell
sistemic gracies a la barrera intestinal vascular. Aquesta barrera, formada principalment
per cél-lules endotelials especialitzades dels capil-lars sanguinis intestinals, actua com
un filtre immunologic al restringir el pas dels microorganismes i els PAMPs cap al torrent
sanguini, evitant que puguin arribar al fetge (55). Paral-lelament, alguns productes
bacterians solubles com els AGCC (per exemple I'acetat, el propionat i el butirat; derivats
de la fermentacio de fibres dietétiques), reforcen la barrera intestinal al modular-ne la

resposta immunitaria.

En els pacients amb cirrosi es produeix una alteracido de la barrera intestinal que

afavoreix la permeabilitat intestinal. Tant en humans com en models experimentals s’ha
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observat que les unions estretes entre enterocits es troben alterades i que coexisteixen
amb edema submucds i desregulacié de cél-lules immunitaries intestinals. Totes
aquestes anomalies alteren la barrera intestinal i faciliten no només el pas de
macromolecules cap al fetge com per exemple PAMPs com el LPS o Iacid
desoxiribonucleic (ADN) bacteria, sind també de bacteris vius (translocacié bacteriana
patologica) via limfatica o bé via portal des de la llum intestinal (55,61). La hipertensié
portal hi contribueix alterant la barrera vascular intestinal per la congestié dels capil-lars

i i venes, i per la preséncia de shunts portosistémics. Veure la figura 5.
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et al. ) Hepatol (2020)

Finalment, en la cirrosi es redueix la produccié d’AGCC, acids biliars secundaris i
metabolits del triptdofan, que tenen un paper clau en el manteniment de la barrera
intestinal i la resposta immunitaria local. Aixo es deu a la insuficiencia hepatica i a la
perdua de certs bacteris que transformen els acids biliars. La disminucid dels acids biliars
intestinals deteriora la senyalitzacid del receptor farnesoide X, alterant la funcié de la

barrera intestinal i augmentant la seva permeabilitat i la translocacid bacteriana (55).

c) Predisposicié genética

Els factors genetics poden influir en la predisposicié a les infeccions en els pacients amb
cirrosi. Els receptors de la immunitat innata com els TLR i els NLR, aixi com les citocines

inflamatories, tenen un paper clau en els mecanismes d’activacié immunitaria. La seva
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expressio i funcid es pot veure afectada per la preséncia de polimorfismes en els seus
gens, com els que codifiquen per nucleotide-binding oligomerization domain-containing
protein 2 (NOD2), el TLR2 i la proteina quimiotactica especifica per als monocits (MCP-

1), els quals confereixen major risc de desenvolupar PBE.

Les variants del gen NOD2 sén especialment rellevants perqué alteren la immunitat
intestinal mitjangant I'expressié desregulada de peptids antimicrobians i la destruccié
intracel-lular reduida de bacteris, establint aixi una connexié entre la funcié de les
cél-lules de Paneth i la translocacié bacteriana patologica en la cirrosi. Al 2010 es
descrigué que determinades variants del NOD2 (p.R702W, p.G908R, i ¢.3020insC)
augmenten 3 vegades el risc de desenvolupar una PBE i disminueixen la supervivéncia
en comparacido amb els pacients amb cirrosi i ascites portadors dels genotips wild-type
(62). També s’ha observat que determinades variants del TLR2 (genotip 16934 TT i
portadors de dos tandems GT d’al-lels repetits) augmenten el risc per presentar una PBE
(63). A més, la presencia simultania dels polimorfismes desfavorables de TLR2 i NOD2
augmenta 11 vegades el risc de PBE (63). Posteriorment, es va observar que
determinades variants de NOD2 i TLR2 es van associar amb marcadors d’alteracio6 de la
permeabilitat intestinal i inflamacié sistéemica més elevada (64). En pacients amb
hepatitis alcoholica els polimorfismes de MCP-1 també s’han associat a PBE (65). Per
altra banda, s’ha descrit que els pacients amb cirrosi i ascites portadors de la variant
rs56163822 GT del receptor del farnesoide X, tenen 7 vegades més risc de desenvolupar
PBE (66). Finalment, els polimorfismes D299G i T399I del TLR4 s’han associat a la
produccié d’un patrd alterat de citocines en pacients amb cirrosi, si bé no s’ha demostrat

gue augmentin directament la susceptibilitat a infeccions (67,68).
1.4.2.2 Factors extrinsecs

Factors externs a la cirrosi també poden afavorir la infeccié. Entre ells trobem:

e Us cronic d’'IBP: s’associa a supressié d’acid gastric, proliferacié bacteriana a
I'intesti prim, disbiosi intestinal i disminucido de la motilitat gastrointestinal.
Aguests efectes poden per tant agreujar la translocacié de bacteris patogens

(69). Mltiples estudis observacionals han descrit I'associacié d’aquests farmacs
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amb un augment d’infeccions bacterianes incloent Clostridioides difficile (70), i

amb descompensacié de la cirrosi (69).

e Malnutricid, fragilitat i sarcopénia: son molt prevalents en els pacients amb
cirrosi i impacten en la funcid immunitaria, resultant en un augment de

susceptibilitat a les infeccions (71,72).

e Hospitalitzacions freqlients amb la necessitat d’insercié de vies venoses o
arterials i sondes urinaries per controlar la dilresi, i procediments invasius com
les paracentesis, les endoscopies digestives, la col-locacié de derivacions
portosistemiques intrahepatiques transjugulars, entre d’altres, afavoreixen les

infeccions relacionades (73).

e Comorbiditats com la diabetis o el consum d’alcohol (38).

A la figura 6 es resumeixen els diferents components de la patogénesi de les infeccions

bacterianes.
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implicats: 1) canvis a nivell intrahepatic, 2) alteracions en I'eix intesti-fetge, 3) circulacié
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sistémica, 4) factors externs i 5) predisposicié genetica. AGCC: acis grassos de cadena curta;

DAMPs: patrons moleculars associats a dany cel-lular; DM-2: diabetis mellitus de tipus 2; IBP:
inhibidors de bomba de protons; MERTK: Receptor tirosina quinasa MER; PMBC: cél-lules

mononuclears de sang periférica; PRR: receptors de reconeixement de patrons; Adaptada de

Ferguson et al. Hepatol Commun. (2024). Creada amb Biorender.com.

1.4.3. Estrategies terapeéutiques de les infeccions en la cirrosi

El maneig de les infeccions en la cirrosi es basa en tres pilars fonamentals: el tractament
antibiotic de les infeccions actives, la profilaxi per reduir el risc d’infeccions i el control
de factors predisposants. A més, s’estan desenvolupant terapies emergents dirigides a

modular la resposta immunitaria per millorar el pronostic d’aquests pacients.

Les guies cliniques actuals recomanen I'Us d’antibiodtics per tractar les infeccions
bacterianes, adaptant el tractament empiric segons: el lloc de I'adquisicié de la infeccid
(nosocomial vs. adquirida a la comunitat), els perfils de resisténcies bacterianes locals i
la gravetat de la infeccid (74). A més del tractament de les infeccions establertes, els
antibiotics s’utilitzen en la profilaxi d’infeccions en situacions com: I’hemorragia
digestiva (norfloxaci o ceftriaxona segons la funcié hepatica) (75) i la prevencié de PBE
en pacients amb ascites de risc o antecedents de PBE (norfloxaci) (74). La rifaximina esta
indicada per prevenir I'EH recurrent (74) i també podria contribuir a la prevencié
d’infeccions, sola o associada a norfloxaci (76). Finalment, I'albiumina es recomana per
prevencido d’insuficiencia renal en la PBE (74) i també s’ha associat a efectes

immunomoduladors que poden contribuir a prevenir i tractar les infeccions.

Les estrategies per reduir la incidéncia d’infeccions en pacients amb cirrosi van més enlla
de I'Gs d’antibiodtics i inclouen I'estricte compliment de les mesures de control de les
infeccions nosocomials (37,77), com el rentat de mans i el correcte seguiment dels
protocols d’aillament per bacteris multiresistents, la reduccié de I'Gs indiscriminat
d’antibidtics per evitar les multiresisténcies, evitar les instrumentalitzacions
innecessaries (incloent retirar vies i sondes urinaries no imprescindibles), el control de
la disbiosi intestinal incloent I’Us de probiotics i la retirada dels IBP cronics quan sigui

possible, I'optimitzacié de I'estat nutricional per millorar la resposta immunitaria, i la
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vacunacio per reduir el risc d’infeccions virals i bacterianes greus com la malaltia causada

pel virus SARS-CoV-2 (COVID-19), el pneumococ, I’hepatitis B o la grip.

Atesa la disfuncié immunitaria que s’associa a la cirrosi, s’estan investigant possibles
dianes terapéutiques per modular la resposta immunitaria. Aixd permetria millorar les
defenses davant les infeccions, tant per prevenir-les com per millorar-ne el pronostic un
cop establertes. Algunes de les linies d’investigacié son: tractaments
immunomoduladors (ex. factor estimulador de colonies de granulocits i agonistes del
TLR 7/8) (78), bloqueig de citocines proinflamatories (ex. bloqueig de TNF-a o del
receptor de IL-1) (79) i inhibidors dels checkpoint (ex. antiPD-1 o antiPD-L1) (80). Tot i
que aquestes terapies son prometedores, actualment cap d’aquests tractaments esta
aprovat per a la seva utilitzacié en infeccions en cirrosi i es requereixen més estudis
clinics. A mesura que es comprengui millor la fisiopatologia de la resposta immunitaria
en la cirrosi, es podran implementar tractaments més efectius per reduir la morbiditat i

mortalitat associades a les infeccions en aquests pacients.
1.5. Escherichia coli

Escherichia coli destaca com el bacteri més freqlientment responsable de les infeccions
en els pacient amb cirrosi (41). E. coli fou descrit per primer cop el 1885 pel pediatre
alemany Theodor Escherich en microbiota fecal neonatal. Es un bacil gramnegatiu, no
esporulat, anaerobi facultatiu, que mesura 1-2 um de llarg i que pertany a la familia
Enterobacteriaceae (81). La majoria de les soques sdn mobils, depenent de si son o no
flagel-lades. Veure la figura 7 on es descriu l'estructura d’E. coli. Forma part de la
microbiota intestinal dels animals de sang calenta inclosos els humans, establint-hi una
relacié de mutualisme ja que E. coli sintetitza vitamina K i B12, consumeix |’oxigen que

pugui trobar-se a I'intesti i competeix amb potencials microorganismes patogens (81).

Tot i que la majoria de soques d’E. coli presents a l'intesti no sén perjudicials sind
comensals, algunes han desenvolupat mecanismes patogénics capagos de causar
diverses patologies. Les soques d’E. coli patogenes es divideixen en dos grups en base a
la seva capacitat d’infectar el tracte intestinal -E. coli patogena intestinal (IPEC)- o de
causar infeccions fora de l'intesti -E. coli patogena extraintestinal (EXPEC)-. Entre les
IPEC, diferents patotips produeixen sindrome diarreica, com I'E. coli enterotoxigenica,
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I’E.coli enteropatogena, I'E. coli enteroinvasiva, I'E. coli enterohemorragica, I'E. coli
enteroagregativa i I'E. coli d’adhesié difusa (81,82). Les EXPEC solen formar part de la
microbiota intestinal i des d’alla poden propagar-se per produir infeccions
extraintestinals, com infeccié urinaria, bacteriémia, pneumonia, cel-lulitis, prostatitis,
peritonitis, colangitis i meningitis, entre d’altres (83). Els pacients amb cirrosi, pels
mecanismes comentats en apartats anteriors, estarien especialment predisposats a les

infeccions per les soques ExPEC.

Factors de viruléencia

Els E. coli patogens, a diferéncia dels no patogens, presenten factors de viruléncia que
permeten colonitzar I'hoste, evadir defenses, obtenir nutrients i causar malaltia.
Aquests factors de viruléncia sdn moléecules especifiques, principalment proteines,
codificades per gens especifics situats als cromosomes o en elements genetics mobils
(com els plasmids i els fags) dels bacteris (84,85). Cada patotip d’E. coli té el seu perfil
especific de factors de viruléncia, entre els quals destaquen els relacionats amb la
colonitzacié (adherencia, formacié de biofilms), I'adaptacié (capsula), I'activitat toxica
(toxina Shiga, toxines enteroagregatives), I'evasioé del sistema immunitari (modificant el
LPS o inhibint vies de senyalitzacié immunitaries), i la captacié del ferro (secretant

siderofors per tal de sobreviure a I’hoste) (85,86).
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Figura 7. Estructura i PAMPs d’Escherichia coli. L' ADN bacteria és reconegut per TLR9, el flagel
per TLR5, i el lipid A del lipopolisacarid per TLR4. Adaptat de Matsuura et al. Front Immunol

(2013). Creada amb Biorender.com.
1.6. Resisténcies bacterianes a antibiotics

La resistencia als antibiotics constitueix una de les principals amenaces a la salut publica
a nivell mundial, relacionada amb 4,95 milions de morts al 2019 i directament
responsable de 1.27 milions d’aquestes (87). Els bacteris multiresistents sén aquells que
presenten resisténcia a almenys un agent de tres o més families d’antibiotics i, per tant,
representen un problema pel tractament de les infeccions que produeixen. Els 6
principals bacteris MDR causants de mortalitat a nivell mundial al 2019 foren E. coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii i P. aeruginosa (87) i formen part de la llista de patogens

bacterians prioritaris de I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) de 2024 (88).

En els darrers anys, les infeccions per MDRO han augmentat especialment en poblacions
vulnerables, com els pacients amb cirrosi, en els que ja representen un 30-50% de les
infeccions bacterianes, amb resisténcies notables a B-lactamics, carbapenems,

meticil-lina i vancomicina (38). Els factors que contribueixen a aquesta resistencia
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inclouen I'exposicid creixent als sistemes de salut (ingressos recurrents i procediments
invasius), I’Gs indiscriminat d’antibiotics i la manca d’estratégies efectives de prevencié.
Aixo0 té greus conseqliéncies, com una major mortalitat (un de cada cinc pacients amb
cirrosi i infeccid bacteriana mor a I'hospital, amb un risc augmentat del 50% en
infeccions per MDRO), major incidéncia de shock septic i ACLF, major necessitat de
trasllat a les Unitats de cures intensives (UCI), major estada hospitalaria, més
complicacions en pacients en llista d’espera per trasplantament hepatic i costos sanitaris

elevats (38,41,48,73).

Aquest pitjor pronostic de les infeccions per MDRO en comparacié amb les causades per
bacteris sensibles als antibiotics s’explicaria per diversos motius. El motiu principal és el
retard en el tractament antibiotic adequat. Aquest retard és critic, ja que I'eficacia
microbiologica del tractament empiric ha demostrat ser un dels principals predictors
independents de mortalitat, tant intrahospitalaria com a 28 dies (48,73). L’eficacia
microbiologica del tractament és un factor potencialment modificable, que posa de
manifest la importancia de disposar d’eines de diagnostic rapid i protocols adaptats a
I’epidemiologia local per optimitzar el tractament empiric en pacients amb risc
d’infeccié per MDR. A part del tractament antibiotic inadequat, factors del mateix hoste
com les alteracions en la microbiota, el grau de fragilitat i les comorbiditats també
podrien tenir-hi un paper. Finalment, altres motius que explicarien el pitjor pronostic
podrien estar relacionats amb una resposta immunitaria diferent: per hiperinflamacié
(alguns estudis observaren major resposta inflamatoria en bacteriemia per MDRO a
expenses de TNF-a (89)), esgotament immunitari (pacients amb sepsis evolucionada per
bacteris MDR podrien presentar signes d’'immunoparalisi (90)) i evasié de la immunitat
innata (alguns bacteris MDR podrien presentar factors de viruléencia que permetrien
esquivar-la (91)). Per tant, el pitjor pronostic en infeccions per MDRO podria dependre
tant de la capacitat de I’hoste per modular una resposta immunitaria efectiva com de
gue alguns MDRO poguessin provocar per si mateixos una resposta diferent que les
soques sensibles, si bé no hi ha una evidéencia clara en aquest aspecte i les dades dels
estudis in vitro son contradictories pel que fa a E. coli (92,93). En altres bacteris, com P.

aeruginosa i S. aureus, s’ha avaluat la resposta immunitaria en models in vitro
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d’infeccions oculars observant major resposta inflamatoria en els bacteris MDR respecte

els sensibles a antibiotics (94,95).

Mecanismes de resisténcia

En els darrers anys s’ha avangat molt en la comprensié dels mecanismes de resisténcia
a antibiotics, que poden ser intrinsecs, adaptatius i adquirits. Aquests mecanismes
permeten als bacteris sobreviure a I'accié d’antibidtics que, en condicions normals,

haurien de ser efectius.

La resistencia intrinseca fa referéncia a les propietats naturals dels bacteris que
permeten la seva supervivencia, com |'Us de bombes d’eflux (que expulsen els
antibiotics fora de la cél-lula bacteriana), una permeabilitat reduida (per exemple per la
membrana externa dels bacteris gramnegatius), enzims codificats cromosomicament

(com les B-lactamases) i modificacions de les dianes dels antibiotics (91).

Els mecanismes adaptatius inclouen també bombes d’eflux, reduccié del nombre de
porines (disminuint per tant la possibilitat de I’entrada passiva dels antibiotics dins del
bacteri), canvis epigeneétics (que contribueixen a augmentar les bombes d’eflux, a reduir
la permeabilitat de membrana i a inhibir les dianes d’unié als antibiotics), cel-lules
persistents i formacié de biofilms bacterians (91). Les cél-lules persistents sén un
subtipus de bacteris que poden sobreviure als antibiotics sense tenir cap mutacio
genetica de resisténcia (96). Els biofilms bacterians sén comunitats de bacteris adherits
a superficies i envoltats per una matriu autogenerada de substancies polimeriques, que
actua com una barrera protectora davant dels antibiotics i del sistema immunitari. Tot i
gue alguns antibiotics poden penetrar el biofilm, la preséncia de cél-lules persistents en

el seu interior en dificulta un efecte bactericida eficag (96).

Per ultim, els mecanismes adquirits inclouen la transferencia genetica horitzontal i
mutacions genetiques. Aquests poden modificar la membrana externa dels
gramnegatius (afectant per exemple les porines o els LPS i per tant disminuint la
penetracié d’antibiotics) i les bombes d’eflux, poden també afavorir la produccié
d’enzims que modifiquin o destrueixin antibiotics (com les B-lactamases) i modificar les

dianes dels antibiotics, evitant-ne la unié o facilitant vies alternatives (91).
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1.7. Resposta inflamatoria a les infeccions

La resposta inflamatoria a les infeccions és un mecanisme essencial de defensa de
I'organisme davant d'agents patogens. A la poblacié general, la deteccié de patogens
mitjancant els receptors cel-lulars com TLR activa el sistema immunitari innat
(macrofags, neutrofils, cel-lules dendritiques), que alliberen citocines proinflamatories
com TNF-a, IL-6 i IL-1B entre d’altres. Aquestes molecules promouen la vasodilatacio, el
reclutament cel-lular i I'activacié de I’'endoteli, amb I'objectiu de controlar i eliminar la

infeccid.

E. coli, com ja s’ha comentat, és el bacteri més freqlientment responsable d’infeccions
en la cirrosi, sovint per soques MDR. Per tant, és interessant considerar els mecanismes
pels que aquest bacteri interactua amb I’hoste desencadenant la resposta immunitaria.
Diversos components d’E. coli actuen com a PAMPs activant diferents vies de
senyalitzacio (veure la figura 7). Els components de la superficie d’E. coli juguen un paper
fonamental en aquest procés. El LPS, principal immunoestimulant de la paret cel-lular
dels bacteris gramnegatius, s’uneix al complex TLR4/MD2 a través del seu component
lipidic, el lipid A, i activa la resposta immunitaria innata (97). D’altra banda, els bacteris
poden alliberar ADN mitjangant lisi bacteriana o bé a través de vesicules de membrana
externa (98). Aquest ADN bacteria, en particular I’ADN que conté dinucleotids CpG no
metilats, pot actuar com a PAMP i activar receptors com els TLR9 (99). Aquesta activacio,
desencadena la resposta immunitaria innata a través de les vies de senyalitzacié MyD88
i NF-kB afavorint la produccié de citocines proinflamatories i altres mediadors com
interferd (IFN), IL-6 i 1IgM (97,98). De fet, en els pacients amb cirrosi, la preséncia d’ADN

bacteria circulant s’associa a un estat proinflamatori (100) i a pitjor pronostic (101).

Els pacients amb cirrosi hepatica presenten una resposta alterada a les infeccions com
a part de la CAID, ja explicada previament, amb importants conseqliencies cliniques
(55,102). En alguns casos, la resposta immunitaria és hiporeactiva, fet que impedeix una
eliminacio eficac del patogen. En altres, es produeix una hiperactivacio sistémica, amb
un alliberament massiu i excessiu de citocines que condueix a una SIRS i, eventualment,
a disfuncié multiorganica (52,103). A més, en contextos d'infeccions greus, es produeix

un augment dels DAMPs, que també poden activar el sistema immunitari de forma no
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especifica i amplificar la inflamacid, tot contribuint a la progressio cap a ACLF. De fet,
I’ACLF s’associa a una intensa inflamacié sistémica, que es correlaciona amb un

pronostic desfavorable (52,103).

Aquest desequilibri en la resposta inflamatoria té un impacte pronostic important, ja
que els pacients amb respostes exacerbades o ineficaces presenten una mortalitat més
elevada (103). Per aguest motiu, és interessant I'estudi de la resposta inflamatoria en
diferents situacions per tal d’estratificar el risc i individualitzar el tractament de pacients
amb cirrosi i infeccid. Concretament en el cas de les infeccions per MDRO, conegixer si
aquests, especialment els E. coli MDR, provoquen una resposta inflamatoria diferent
respecte les soques sensibles pot ser Util en aquesta estratificacid i contribuir a dissenyar

potencials noves estrategies de tractament més personalitzades.

1.8. La pandémia COVID-19

Al desembre de 2019 es va detectar el primer cas d’una nova malaltia respiratoria
causada pel coronavirus SARS-CoV-2 a Wuhan, Xina (104). Aquesta malaltia, altament
contagiosa i amb una elevada mortalitat, es va estendre rapidament a escala global. El
30 de gener de 2020, 'OMS va declarar I'emergéncia de salut publica d’abast

internacional, i I'11 de marg¢ de 2020 la va qualificar com a pandémia mundial (105).

A Espanya, el Govern va decretar I’estat d’alarma el 14 de marg de 2020 per fer front a
la situacio d’emergéncia sanitaria provocada per la COVID-19 (106). Aquesta mesura es
va mantenir fins al 21 de juny de 2020, moment en que es va iniciar I'anomenada “nova
normalitat”, amb l'adopcié de mesures de prevencié i contencié per controlar la
pandéemia. Posteriorment, davant I'empitjorament de la situacié epidemiologica, es va
declarar un segon estat d’alarma el 25 d’octubre de 2020, amb mesures menys estrictes
que el primer, que es va estendre fins al 9 de maig de 2021. No va ser fins el 5 de juliol
de 2023 que es va declarar oficialment la fi de la crisi sanitaria derivada de la COVID-19,
després d’haver causat la mort de quasi 7 milions de persones a tot el mén (107), més

de 120,000 a tot Espanya i més de 20,000 a Catalunya (108).

Durant la pandémia, es van implementar diverses mesures per reduir la transmissié del

SARS-CoV-2, com el confinament domiciliari, I'Us obligatori de mascaretes, la higiene
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freqlient de mans i la distancia fisica i social. Aquestes accions van tenir un impacte més
enlla de la COVID-19, afectant també el patré de transmissié d’altres infeccions

comunes, tant comunitaries com nosocomials.

A nivell comunitari, durant els primers mesos de la pandemia, es va observar una
disminucio significativa d’infeccions respiratories i digestives, com la grip, els refredats
comuns, la tos ferina i les gastroenteritis viriques (109,110). Aquest fenomen s’atribueix
al minim contacte social, el tancament d’escoles i espais publics, i la millora de la higiene

individual (110).

En canvi, en I'ambit hospitalari, els efectes foren més complexos. Si bé I'ajornament de
I'activitat no urgent i la millora de les mesures d’higiene (rentat de mans, Us de bates i
mascaretes) van poder contribuir inicialment a reduir certes infeccions nosocomials,
altres factors com el col-lapse hospitalari, la sobrecarrega assistencial i les dificultats per
aplicar els protocols habituals de prevencid van afavorir un augment d’aquestes
infeccions. A més, durant la pandemia es va generalitzar I'Us d’antibiodtics en pacients
amb COVID-19 sospitosos de presentar coinfeccions bacterianes (111), fet que

probablement va contribuir a un increment en la seleccié i disseminacié de MDRO.

En relacié amb l'impacte de la pandémia COVID-19 en els pacients amb cirrosi — una
poblacié especialment vulnerable a les infeccions — es va observar que la mortalitat
qguan s’infectaven pel SARS-CoV-2 era més alta que en la poblacié general, especialment
en els pacients amb malaltia hepatica més avancada i en aquells amb cirrosi relacionada
amb I'alcohol, sent a més causa freqient de ACLF (112). Pel que fa a lI'impacte de les
condicions sanitaries i les mesures adoptades durant la pandémia sobre les infeccions
no COVID-19 en pacients amb cirrosi, Park et al. van observar una reduccié de les
infeccions nosocomials en les hospitalitzacions a les UCI (113). Tanmateix, el perfil de les
infeccions nosocomials pot ser molt diferent entre centres trasplantadors i no
trasplantadors (114), i entre les UCI i les sales d’hospitalitzacié convencional i no
disposem de dades especifiques sobre els efectes de la pandemia COVID-19 en les
infeccions bacterianes que van afectar els pacients amb cirrosi hospitalitzats a les unitats
d’hepatologia convencionals, fora de les unitats de critics. Aquesta analisi podria

contribuir a aprofundir en el coneixement de les infeccions a la cirrosi, especialment de
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les causades per MDRO, els factors predisposants i, en definitiva, com prevenir-les per

tal de millorar el pronostic d’aquestes complicacions tan freqiients i greus.
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2. JUSTIFICACIO | HIPOTESIS

Els pacients amb cirrosi es troben particularment predisposats a les infeccions
bacterianes a causa de la disfuncié immunitaria, la translocacié bacteriana patologica i
I’exposicio a procediments invasius, entre d’altres factors. Les infeccions son el principal
desencadenant de les complicacions de la cirrosi i ’ACLF, i comporten una alta mortalitat
a curt termini. A més, aquests pacients estan freqlientment exposats a ambients
sanitaris i a antibiotics, factors que afavoreixen les infeccions causades per MDRO. Les
infeccions per MDRO representen una amenaga creixent per a la salut publica a nivell

mundial i molt especialment pels pacients amb cirrosi.

Amb l'arribada de la pandemia per COVID-19, es van implementar canvis substancials
en I'organitzacio sanitaria, I'Gs d’equips de proteccid individual i reforc de la higiene de
mans, entre d’altres. Aquestes mesures podrien haver influit tant en la incidencia com
en el tipus d’infeccions adquirides pels pacients amb cirrosi hospitalitzats per
descompensacid. Alhora, la relaxacié d’alguns protocols de prevencié de les infeccions
nosocomials per la sobrecarrega assistencial i I'Us més extensiu i, en ocasions, empiric
d'antibiotics durant la pandémia pot haver contribuit a un augment de les resisténcies
antimicrobianes. En aquest sentit, és important avaluar si la pandémia ha tingut un
impacte mesurable en la incidéncia i caracteristiques de les infeccions amb especial
emfasi en els MDRO, en aquest grup especialment vulnerable, per tal d’orientar millor

les estratégies de prevencid, diagnostic i tractament antibiotic en el futur.

En paral-lel, diversos estudis han demostrat que les infeccions per soques
multiresistents en pacients amb cirrosi s’associen a un pitjor pronostic. Si bé aquest fet
s’atribueix principalment al retard en l'inici del tractament antibiotic adequat, no esta
clar si altres factors, com ara una resposta inflamatoria diferent davant les soques
multiresistents a antibiotics (MDR), també hi contribueixen. A més, estudis previs sobre
la resposta immunitaria in vitro davant bacteris MDR en altres poblacions han estat
escasses i contradictories. Identificar trets diferencials de resposta immunitaria en
bacteris MDR respecte a les soques sensibles a antibiotics podria tenir importants
implicacions terapeutiques tant en el maneig actual dels pacients com en el futur disseny

de noves estratégies per abordar les infeccions per MDRO.
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Hipotesis

En base a I'exposat a la introduccié i la justificacié de la present tesi doctoral, les

hipotesis de treball van ser:

52

Durant la pandemia per COVID-19 el patré d’infeccions en pacients amb cirrosi
hospitalitzats per descompensacid aguda es pot haver vist modificat, disminuint
o augmentant la incidéncia d’infeccions per bacteris multiresistents i la
incidéncia d’infeccions nosocomials, amb un impacte sobre la gravetat clinicaila
mortalitat a curt termini.

La resposta immunitaria in vitro de cel-lules mononuclears induida per soques
d’E. coli multiresistents obtingudes de pacients amb cirrosi podria ser diferent

de la que provoquen les soques sensibles als antibiotics.
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3. OBJECTIUS

Aquesta tesi doctoral comprén dos treballs amb els seglients objectius:

Objectiu principal:

Aprofundir en el coneixement de les infeccions, particularment per bacteris
MDR, en els pacients amb cirrosi hepatica hospitalitzats, avaluant I'impacte de la
pandémia per COVID-19 en la incidéncia, tipus i lloc d’adquisicid, alhora que
determinar si la resposta immunitaria in vitro davant d’E. coli multiresistents és

diferent de la resposta davant d’E. coli sensibles a antibiotics.

Objectius secundaris:

1.

2.
3.

4.

Comparar la incidéncia d’infeccions per bacteris multiresistents abans i durant la
pandémia per COVID-19.

Analitzar les complicacions associades a les infeccions en ambdds periodes.
Determinar si la produccié in vitro de citocines per part de les cél-lules
mononuclears de donants sans és diferent en resposta als extractes de proteina
de superficie i d’ADN d’E. coli multiresistents i d’E. coli sensibles obtinguts de
pacients amb cirrosi.

Avaluar la variabilitat interindividual en la produccid in vitro de citocines davant
d’E. coli i si el lloc d’origen de I'E. coli patogen (ascites vs. sang) determina una

resposta immunitaria in vitro diferent.
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4.1. Publicacio 1.

Cuyas B, Huerta A, Poca M, Alvarado-Tapias E, Brujats A, Romdn E, Guarner C, Escorsell
A, Soriano G. Impact of the COVID-19 pandemic on the incidence and type of infections
in hospitalized patients with cirrhosis: a retrospective study. Sci Rep. 2024 Feb
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Impact of the COVID-19 pandemic
on the incidence and type

of infections in hospitalized
patients with cirrhosis:

a retrospective study

Berta Cuyas'?”, Anna Huerta', Maria Poca'??, Edilmar Alvarado-Tapias'?3, Anna Brujats'?,
Eva Roman®?*, Carlos Guarner*??, Angels Escorsell>> & German Soriano®%?

Infections are a major cause of morbidity and mortality in cirrhosis, especially those caused by
multi-drug resistant bacteria. During the COVID-19 pandemic, the incidence and type of infection

in these patients may have been influenced by the restrictive measures implemented. We aimed to
compare the infections in patients with cirrhosis hospitalized before the COVID-19 pandemic versus
those hospitalized during the pandemic. We retrospectively compared infections in patients with
cirrhosis hospitalized in the hepatology unit during the pre-pandemic period (3/2019-2/2020) with
infections in patients hospitalized during the pandemic (3/2020-2/2021). Baseline characteristics,
type of infections, type of bacteria, antimicrobial resistance and mortality were evaluated. There
were 251 hospitalizations in 170 patients during the pre-pandemic period and 169 hospitalizations
in 114 patients during the pandemic period. One or more infections were identified in 40.6% of
hospitalizations during the pre-pandemic period and 43.8% of hospitalizations during the pandemic,
P=0.52. We found 131 infections in the pre-pandemic period and 75 infections during the pandemic.
The percentage of nosocomial infections decreased in the pandemic period (25.3% vs. 37.4% in the
pre-pandemic period, P=0.06). We found a non-significant trend to a higher incidence of infections
by multi-drug resistant organisms (MDRO) in the pandemic period than in the pre-pandemic period
(6.5% vs. 4%). The incidence of infections was similar in both periods. However, during the pandemic,
we observed a trend to a lower incidence of nosocomial infections with a higher incidence of MDRO
infections.

Abbreviations

ACLF Acute-on-chronic liver failure

MDRO Multi-drug resistant organisms

SARS-CoV-2  Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
MELD Model of end-stage liver disease

HCA Healthcare-associated

GI Gastrointestinal

HE Hepatic encephalopathy

AKI Acute kidney injury

SBP Spontaneous bacterial peritonitis

Due to the widespread use of antibiotics in recent years, antimicrobial resistance has become a major public
health threat to populations all over the world. Patients with cirrhosis are particularly predisposed to bacterial
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Spain. ““email: bcuyas@santpau.cat
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infections because of alterations in the immune system and invasive procedures. Such infections are a major
cause of complications, acute-on-chronic liver failure (ACLF), and high short-term mortality'-".

Patients with cirrhosis are highly susceptible to infections driven by multi-drug resistant organisms (MDRO)
as they pose multiple risk factors for developing antibiotic resistance, such as repeated health care-exposure and
need for frequent treatment with antibiotics and invasive procedures. Infections by MDRO have become a major
challenge in the management of patients with cirrhosis as they are associated with poor outcomes® 7.

In late 2019, the outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), rapidly developed into a global health emergency. In order to control
COVID-19, major changes -including reorganization of healthcare, physical distancing, use of personal protec-
tive equipment, emphasized hand hygiene, restricted mobility and telemedicine- were implemented worldwide.
Some of these measures could have influenced the type and incidence of bacterial infections, especially those
caused by MDRO?®. Although a decrease in MDRO infections could be expected, reports addressing this issue
show contradictory results’"".

The aim of this study was to assess the impact of the COVID-19 pandemic on the type of infections, the
incidence of nosocomial infections, and the incidence of MDRO in hospitalized patients with cirrhosis during
the pandemic.

Methods

Patients

We conducted a retrospective medical record review to study the infections occurring in patients > 18 years old
who were hospitalized for acute decompensation of cirrhosis in the hepatology department at a tertiary academic
hospital between 11th March 2020 and 10th March 2021 (pandemic group). We compared these infections
with those occurring in similar patients admitted to the centre in the previous year, from 11th March 2019 to
10th March 2020 (pre-pandemic group). Patients were excluded from the study if they: (1) had been electively
admitted for a given procedure, (2) were liver transplant recipients, or (3) were positive for SARS-CoV-2 PCR at
admission (as they were hospitalized in the specific COVID-19 hospitalization areas). Because infections were
the target of the study, the analysis was based on episodes of infection, not on the admissions.

We recorded relevant baseline, demographic, clinical and analytical data.

Diagnosis of cirrhosis was established by histology or by clinical, analytical, and ultrasonographic findings.
Acute decompensation of cirrhosis was defined as development of ascites, gastrointestinal (GI) bleeding, hepatic
encephalopathy (HE), or bacterial infection according to previously defined criteria'?. We also included those
admissions due to jaundice in the context of alcoholic hepatitis, and acute kidney injury (AKI). The severity of
liver disease was assessed using the Child-Pugh score and the model for end-stage liver disease (MELD) score.

Assessment of infections

Episodes of infection were systematically searched and identified by reviewing all the electronic medical records
of the admissions. Two data abstractors were trained to fill the data abstraction form once the study variables
were defined.

Bacterial, viral and fungal infections were diagnosed according to conventional criteria. Spontaneous bacterial
peritonitis and spontaneous bacteremia were defined according to EASL and AASLD guidelines, while for the
rest of infections the CDC/NHSN surveillance definitions and criteria were used'*'. Infections were classified as
community-acquired, healthcare-associated (HCA), and nosocomial infections. Infections diagnosed at admis-
sion or within 48 h of hospitalization were classified as community-acquired, except for those in patients with a
previous contact with a healthcare environment (hospitalization or short-term admission for at least 2 days in
the previous 90 days, residence in a nursing home or a long-term care facility, or chronic haemodialysis) which
were considered HCA infections. Infections developed after the first 48 h of hospitalization were considered
nosocomial®.

Microbiological cultures and antibiotic susceptibility tests were performed according to standard interna-
tional criteria. MDR bacteria were defined as non-susceptibility to at least 1 agent in at least 3 antimicrobial
categories'*'7.

Follow-up and complications

Antibiotic treatment was implemented according to international guidelines and local policies'*. Patients were
followed throughout the hospitalization. During hospitalization we collected data concerning the development
of ACLF (defined according to the EASL-CLIF Consortium criteria'®), septic shock, the need for mechanical
ventilation, and mortality.

Statistical analysis
We compared categorical data using the chi-square test and Fisher’s exact test. Continuous variables were com-
pared using the Student ¢ test if a normal distribution could be assumed, and the Mann-Whitney U test if not.
We assessed normality of the continuous variables using the Kolmogorov-Smirnov test. All P-values were two-
tailed and were considered significant at P<0.05. Calculations were performed using SPSS 25.0 (SPSS, Chicago,
TL) statistical package.

Ethical approval

The present study, as an observational and retrospective study, was approved by the local clinical research eth-
ics committee (Comité d’Etica d’Investigacié amb Medicaments-CEIm) and was conducted according to the
principles of the 1975 Declaration of Helsinki. Waiver of obtaining informed consent from the included patients
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was provided by Comité d’Etica d'Investigacié amb Medicaments-CEIm due to the retrospective nature of the
study, in a pandemic situation. Moreover, a high number of patients died before the study was performed and
patients’ data were anonymised.

RESULTS

Patients, admissions and infections

During the pre-pandemic period, 170 patients were admitted for a total of 251 hospitalizations due to acute
decompensation, and 114 patients for 169 hospitalizations during the pandemic period (Fig. 1). The admission
rate was lower in the pandemic group [23.3 (6) vs. 15.8 (4.5) admissions per month, P=0.002].

One or more infections were present at admission and/or developed during hospitalization in 102/251 hos-
pitalizations (40.6%) during the pre-pandemic period and 74/169 hospitalizations (43.8%) during the pandemic
period (P=0.52). The main causes for admission in hospitalizations with one or more infections were (multiple
causes of admission were identified in some cases): ascites (63.7%% in the pre-pandemic period and 63.5% in
the pandemic), HE (26.5% and 32.4%), portal hypertension related GI bleeding (3.9% and 6.8%), and infection
(40.2% and 50%) (P NS). Other causes of admission were AKI (28.4% and 20.3%), jaundice (2% and 2.7%) and
non-portal hypertension related GI bleeding (3.9% and 1.6%) (P NS).

Regarding the number of infections per admission, in the pre-pandemic group we detected one infection per
admission in 78 admissions, two infections per admission in 21, and three or more infections in 3. In the pan-
demic group, we detected one infection per admission in 61 admissions, two infections per admission in 8, and
three or more infections in 5. In the admissions with multiple infections, at least one infection was diagnosed at
admission in 16/24 admissions during the pre-pandemic period and in 10/13 admissions during the pandemic.

Overall, we identified a total of 131 episodes of infection in 102 admissions in the pre-pandemic group and
95 episodes of infection in 74 admissions in the pandemic group. These infections were the target of the present

study.

Characteristics of infected patients
Demographic and clinical characteristics of infected patients are summarized in Table 1. The mean age was
similar in both groups and most patients were men although there was a significant increase in the percentage
of women during the pandemic. There were no differences between groups regarding antibiotic prophylaxis or
use of non-selective beta-blockers or proton-pump inhibitors. The most common etiology of cirrhosis was alco-
hol in both periods although there was a statistically significant increase in this etiology during the pandemic.
Prior to admission, pandemic patients had more impaired liver function according to MELD [12 (5) vs. 9
(3.7), P<0.001] but Child-Pugh score was similar. At diagnosis of the infection, we found no differences in
MELD [17 (5.4) in the pandemic group vs. 17 (6.5), P=0.55] or in the Child-Pugh score [9 (2) vs. 9 (2), P=0.29].

Type of infections

The main characteristics of infections are shown in Fig. 2a. The most common infections were spontaneous
bacterial peritonitis (SBP), urinary tract infection, and pneumonia. During the pandemic period we observed a
non-significant reduction in SBP and pneumonia (14.7% vs. 22.9% and 16.8% vs. 22.1% of all infections, respec-
tively) and a non-significant increase in urinary tract infections (33.7% vs. 22.1%). We detected a non-significant
decrease in Clostridioides difficile infections during the pandemic period (9.2% vs. 3.8%).

Site of acquisition

In the pandemic group, the percentage of community-acquired infections increased (48.4% vs. 35.1% in the pre-
pandemic period, P=0.04) and the percentage of nosocomial infections decreased (25.3% vs. 37.4%, P=0.06)
(Fig. 2b). Considering all admissions, the incidence of nosocomial infections was lower during the pandemic
but did not reach statistical significance [18/169 admissions (10.7%) vs. 35/251 admissions (13.9%), P=0.32].

Pre-pandemic period:

251 admissions «| 102 admissions with

S . :
“| 2 linfection (40.6%) i 131 Infections

(170 patients)

Pandemic period:

169 admissions o 74 admissions with

(114 patients)

> >1infection (43.8%) [—>| 25 infections

Figure 1. Flow chart of the study.
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Age (y) 64114 6610 0.52

Gender M/F 88 (67.29)/43 (32.8%) | 50 (52.6%)/45 (47.4%) | 0.03
Etiology, n (%)

Alcohol 58 (44.3%) 57 (60%) 0.01
Virus 20 (15.3%) 8 (8.4%) 0.18
Alcohol + virus 19 (14.5%) 14 (14.8%) 0.88
MAFLD 19 (14.5%) 8 (8.4%) 023
Others 15 (11.5%) 8 (8.4%) 0.60
Type 2 diabetes 56 (42.7%) 40 (42.1%) 0.92
Antibiotic prophylaxis 39 (29.8%) 19 (20%) 0.10
Beta-blockers prophylaxis 10 (53.4%) 45 (47.4%) 0.37
PPI treatment 72 (55%) 57 (60%) 0.45
Hepatocellular carcinoma 34 (26%) 16 (16.8%) 0.10
Child-Pugh pre-admission | 7+2 7+2 0.65
MELD pre-admission 9+4 12%5 <0.001
Child-Pugh at infection 9+2 9£2 0.30
MELD at infection 177 1745 0.55
Sodium (mmol/T.) 134+6.1 13646.1 0.03
Creatinine (pmol/L) 120+£73.9 121+95.2 0.28
Bilirubin (pmol/L) 74+116 58+55 0.93
Albumin (g/L.) 27.7+58 282455 0.42
INR 1.50+0.5 1.6+0.5 0.90
C-reactive protein (mg/l.) 62.2+53.4 54.4+59.1 0.06
WBC (x 1079/L) 9.67£6.4 7.23+42 0.01

Table 1. Clinical and analytical baseline characteristics of 131 infections in 102 admissions during the pre-
pandemic period and 95 infections in 74 admissions during the pandemic period. Results are expressed as
mean + standard deviation or n (percentage). MAFLD: metabolic associated fatty liver disease; PPI: proton
pump inhibitors; MELD: model for end-stage liver disease; WBC: white blood cells. Statistically significant
values are in bold.

Microbiological cultures and MDRO

A positive microbiological culture was found in 71/131 infections (54.2%) in the pre-pandemic group and in
59/95 infections (62.1%) in the pandemic group (P=0.23). The types of microorganisms are detailed in Supple-
mentary Table 1. Gram-negative bacteria were the most commonly isolated bacteria in both groups (45.1% in the
pre-pandemic group vs. 50.9% in the pandemic group). Gram-positive bacteria, anaerobic bacteria, and mixed
cultures were also frequent in both periods (28.2% vs. 20.4%, 11.3% vs. 6.8%, and 11.3% vs. 10.1%, respectively)
followed by viral and fungal infections (2.8% vs. 6.8% and 1.4% vs. 5.1%, respectively) without statistical differ-
ences. Only 3 patients in the pandemic group had SARS-CoV-2 acquired during hospitalization.

We found a non-significantly higher percentage of MDRO among the total infections in the pandemic period
than in the pre-pandemic period [11/95 (11.5%) vs. 10/131 (7.6%), P=0.31]. The types of MDRO-related infec-
tions are shown in Table 2. During the pandemic we observed an increase in MDRO-related infections among
the nosocomial infections (Fig. 3). Considering all admissions, we found a trend to a higher incidence of MDRO-
related infections during the pandemic (11/169 admissions, 6.5%) than in the pre-pandemic period (10/251
admissions, 4%), P=0.25.

Complications during admission

There were no statistical differences between the two groups regarding the incidence of ACLF (15.3% during the
pre-pandemic period vs. 12.6% during the pandemic period, P=0.57), septic shock (13.7% vs. 9.5%, P=0.33),
need for mechanical ventilation related to the infection (2.3% vs. 5.3%, P=0.28) and 30-day mortality (16% vs.
11.6%, P=0.34).

Discussion
To our knowledge, this is the first comprehensive study analyzing the impact of the COVID-19 pandemic on the
incidence and type of infections in patients with cirrhosis hospitalized in a non-intensive care unit setting. The
main finding of this study was the similar incidence of infections in both periods (pre-pandemic vs pandemic)
although we found a trend to a lower incidence of nosocomial infections and to a higher incidence of MDRO
infections during the pandemic.

During the COVID-19 pandemic, strict measures were implemented to prevent the spread of SARS-CoV-2.
These measures, such as greater awareness of hand hygiene, are also recommended to prevent infections in
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Figure 2. (a) Type of infections. (b) Site of acquisition of infections. SBP: spontaneous bacterial peritonitis; NS:
not significant; HCA: healthcare-associated; CA: community-acquired.

general and MDRO infections specifically'®. We could therefore have expected a decrease in the incidence of
all types of non-COVID-19 infections during the pandemic, as has been reported in the general population in
outpatient medical care in Germany?® and in hospitalizations in the US?..

In the present study in hospitalized patients with cirrhosis, the incidence of all infections was similar in the
pandemic to that in the pre-pandemic period, but there was a trend to a decreased incidence of nosocomial
infections during the pandemic. This finding is in agreement with a report from the US that evaluated noso-
comial infections in cirrhotic patients admitted to the intensive care unit”?, as well as a report from China that
evaluated nosocomial infections in a neurosurgery unit”, and could be attributed to the measures implemented
in hospitals to fight the pandemic. However, during the first and second year of the COVID-19 pandemic, the
National Healthcare Safety Network in the US described an increase in HCA infections and a high incidence
in device-related infections (bloodstream, urinary tract and ventilator-associated infections)*?°. One possible
explanation for these findings is that, in parallel to practices intended to prevent and control the spread of
SARS-CoV-2, usual medical care was compromised due to the overall pressure on health systems: higher patient
volumes and severity as well as shortages of staff and supplies. Focusing resources on SARS-CoV-2 may have
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E. coli ESBL
Urinary tract infection 3 7
SBP 2 -

Spontancous bacteremia | 1 -

K. pneumoniae ESBL

Urinary tract infection 2 1

Spontancous bacteremia | - 1

P. aeruginosa

Urinary tract infection - -

Pneumonia 2 1
MRSA
Urinary tract infection I = | 1

Table 2. Multi-drug resistant bacteria isolated from 131 episodes of infection during the pre-pandemic
period and 95 episodes of infection during the pandemic period. SBP: spontaneous bacterial peritonitis; ESBL:
extended-spectrum beta-lactamase; MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

% P=0.12
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Figure 3. Site of acquisition of multi-drug resistant bacteria among the total of infections. HCA: healthcare-
associated; CA: community-acquired.

reduced the attention given to traditional programs for prevention of nosocomial infections, such as venous and
urinary catheter care, leading to an increase in nosocomial infections*’.

Interestingly, as other authors have observed, we too found a (non-significant) increase in urinary tract infec-
tions during the pandemic?*?*. This increase could be related to deficient urinary catheter care due to the pressure
on health-care systems. We also found a non-significant decrease in SBP and lower respiratory tract infections.
"The latter might be explained by the measures taken to reduce contact transmission and aerosol spread®. The
low rate of COVID-19 infections in our study during the pandemic can be explained by the fact that all patients
diagnosed with COVID-19 were admitted to specific COVID-19 hospitalization areas. The three patients with
nosocomial-acquired COVID-19 identified during the pandemic period were diagnosed during hospitalization
in the hepatology department.

Like in other studies, we also found infection rates of Clostridioides difficile decreased during the COVID-19
pandemic***2725, This finding is most likely linked to the general preventive measures undertaken during the
pandemic—measures beyond the use of alcohol-based hand sanitizer to which the Clostridioides difficile spores
are resistant.

Regarding MDRO infections, it is of note that although their incidence remained low (4% in the pre-pandemic
and 6.5% in the pandemic group), it increased both in the community-acquired infections and the nosocomial
infections during the pandemic period, as reported by Jeon et al in hospitalized patients in Korea''. In contrast,
Park et al found that the rate of infections caused by MRSA and ESBL producers was significantly lower in
patients with cirrhosis admitted to the intensive care unit during the pandemic. Bentivegna et al also describe
a decrease in MDRO among the total numbers of infections in the general population in Rome during the
pandemic'’. Other authors in hospitals in Taiwan and the US have also described a reduction of MDRO among
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nosocomial infections during this period®’. These contradictory findings between countries could be related to
differences in antibiotic policies and/or in infection prevention measures.

We consider the low incidence of MDRO in our population in both periods is a relevant finding. Probably,
the reason is that our study was performed in the hepatology unit at a hospital without liver transplant, while
most of the previous studies evaluating infections by MDRO in cirrhosis were performed in an intensive-care
setting and in hospitals with liver transplant program**°. Therefore, it is important to emphasize the need for
monitoring antimicrobial resistance at each centre to adapt the empiric antibiotic therapy. This would contribute
to a more rational use of antibiotics in order to prevent further progression of antibiotic resistance.

In our study, the admission rate was statistically lower in the pandemic group. One hypothesis might be that
patients chose to stay at home rather than seek medical care due to fear of exposing themselves to SARS-CoV-2
and/or to reduce the pressure on health care system. This hypothesis is further supported by the finding that
liver function was more severely impaired in hospitalized patients during the pandemic. A possible reason for
this could be that in view of the pandemic only the most seriously ill sought hospital care.

While some studies also report a decrease in the overall hospital admission rate for non-covid-19 conditions
during the pandemic®, still others found the admission rate for alcohol-related liver events increased***'. In our
study, we observed a significant increase in the alcoholic etiology of cirrhosis during the pandemic. These data
are in agreement with the increase in alcohol abuse during this period*’. We observed an increase in the number
of women hospitalized during the pandemic, likely related to the increase in the rate of alcohol consumption
reported among women at this time and higher susceptibility to the effects of alcohol*%.

The main limitation of this study is its retrospective design. Data reliability is not the same as in a prospective
design in a non-pandemic situation. Second, we focused only on the two periods we considered could best show
the impact of the pandemic on infections: the first year of the pandemic and the previous year. This provided a
relatively low sample size that could have contributed to the lack of a statistical significance in some differences
observed between the two periods. Finally, we did not include patients with cirrhosis admitted for COVID-19,
so we do not have data about their eventual episodes of infection.

To conclude, we observed a trend towards a lower incidence of nosocomial infections and a higher incidence
of MDRO infections during the pandemic as compared to the pre-pandemic period. Such findings indicate that
even in a crisis like a pandemic, standard infection prevention practices must be maintained in order to avoid
the increase of nosocomial infections and the spread of MDRO infections.

Data availability
The datasets used and/or analysed during the current study are available from the corresponding author on
reasonable request.
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4.1.1 Material suplementari

Impact of the COVID-19 pandemic on the incidence and type of infections

in hospitalized patients with cirrhosis: a retrospective study

Authors: Berta Cuyas'; Anna Huerta'; Maria Poca'?; Edilmar Alvarado-Tapias'?; Anna

Brujats'; Eva Roman'23; Carlos Guarner'?; Angels Escorsell?; German Soriano™?

SUPPLEMENTARY TABLE

Supplementary table 1. Microorganisms isolated in positive culture-infections.

Pre-pandemic Pandemic P
n=71 n=59
Gram-negative bacteria 32 (45.1%) 30 (50.9%) 0.51
- E. coli 22 (31%) 23 (39%)
- K pneumoniae 6 (8.5%) 4 (6.8%)
- P. aeruginosa 3 (4.2%) 1(1.7%)
- S. marcescens 1 (1.4%) -
- R. ornithinolytica - 1(1.7%)
- Acinetobacter - 1(1.7%)
Gram-positive bacteria 20 (28.2%) 12 (20.4%) 0.30
- S. epidermidis 5 (7.1%) 2 (3.4%)
- S.aureus 4 (5.6%) 2 (3.4%)
- E. faecium 4 (5.6%) 3 (5.1%)
- E. faecalis 2 (2.8%) 3 (5.1%)
- S capitis 1 (1.4%) -
- S. gordonii 1 (1.4%) -
- S. hominis 1 (1.4%) -
- S.oralis 1 (1.4%) -
- S salivarius 1 (1.4%) =
- S. gallyticus - 1(1.7%)
- S. agalactiae - 1(1.7%)
Anaerobic bacteria 8 (11.3%) 4 (6.8%) 0.54
- C. difficile 7 (9.9%) 4 (6.8%)
- P.denticola 1 (1.4%) 0
Mixed 8 (11.3%) 6 (10.1%) 0.84
Virus 2 (2.8%) 4 (6.8%) 0.41
- Cytomegalovirus 1 (1.4%) -
- Influenza A 1 (1.4%) -
- SARS-CoV-2 - 3 (5.1%)
- Herpes simplex virus - 1(1.7%)
type 1
Fungi 1 (1.4%) 3 (5.1%) 0.33
- C. albicans 1 (1.4%) 2 (3.4%)
- C. tropicalis - 1(1.7%)
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Abstract: Infections caused by multidrug-resistant organisms (MDRO) are linked to poor
outcomes, particularly in patients with cirrhosis. The underlying mechanisms are not fully
understood and may involve a different immune response against MDRO. This study aimed
to compare the in vitro immune response between multidrug-resistant (MDR) Escherichia
coli and antibiotic-susceptible E. coli strains. Surface protein extract and DNA extract were
obtained from MDR E. coli (n = 6) and antibiotic-susceptible E. coli (n = 6) strains isolated
from infected patients with cirrhosis. The extracts were used to stimulate in vitro peripheral
blood mononuclear cells from healthy donors. After 48 h, cytokine levels (IFN-y, IL-13,
IL-10, 1L-12p70, MCP-1, IL-8, IL-6, MIP-1, and MIP-13) were measured. We observed
no significant differences in cytokine production between MDR and susceptible strains.
However, we identified notable interindividual variability in cytokine production for most
of the cytokines studied. Only IFN-y and IL-6 in surface extract and MCP-1 in DNA extract
showed similar levels across all donors. We conclude that the cytokine profiles induced
by MDR E. coli in vitro were similar to those in susceptible strains. These findings suggest
that the poor prognosis associated with MDR E. coli infections is not due to a differential
immune response but rather to other factors.

Keywords: resistance; cirrhosis; immune response; MDRO; Escherichia coli; cytokines

1. Introduction

Antimicrobial resistance is one of the most critical threats to global public health. It is
directly responsible for over one million deaths annually worldwide, with the total number
expected to exceed 29 million over the next 25 years [1]. This problem is particularly
relevant in vulnerable populations, such as patients with cirrhosis. These patients present
a spectrum of immune alterations known as cirrhosis-associated immune dysfunction
(CAID). CAID is characterized by immune deficiencies and a proinflammatory state. The
immune deficiencies, together with microbiome dysbiosis, altered intestinal permeability,
and gut bacterial translocation leads to an increase in the incidence of infections [2,3]. As
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a consequence, infections are a major cause of morbidity and mortality in patients with
cirrhosis [4]. In recent years, the prevalence of multidrug-resistant organisms (MDRO) has
increased notably in patients with cirrhosis as the result of frequent antibiotic exposure,
recurrent hospitalizations, and invasive procedures [5]. Infections caused by MDRO now
occur in approximately one-third of culture-positive bacterial infections in patients with
cirrhosis worldwide, with significant geographical variation [6]. Multidrug resistance
is increasing particularly among Gram-negative bacteria, with Escherichia coli, the most
prevalent infectious agent in cirrhosis, being a leading contributor [6]. E. coli resistance is
frequently driven by the acquisition of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) [7].

Infections caused by MDRO in cirrhosis are associated with poorer clinical outcomes,
including lower rates of infection resolution, increased mortality and a higher incidence of
septic shock and organ failure [6,8,9]. This organ failure often manifests as acute-on-chronic
liver failure (ACLF), a severe condition that is unique to cirrhosis [10]. A delay in adequate
antibiotic treatment seems to be the main reason for the poorer outcomes in patients with
infections caused by MDRO [6,9,11]. However, it remains unclear whether other factors,
such as a different inflammatory response against MDRO, could also contribute to the poor
prognosis. This question is especially relevant in patients with cirrhosis. These patients
are not only predisposed to infections because of their immune deficiencies. CAID also
encompasses high-grade and low-grade systemic inflammation, together with an increased
production of proinflammatory cytokines [2]. Among these cytokines, IL-6 and IL-8 are
of particular relevance because their excessive production has been related to a worse
prognosis and ACLF development in patients with cirrhosis [12,13].

Data regarding the in vitro inflammatory response against MDRO are scarce and con-
tradictory. While some authors have reported an increased production of proinflammatory
cytokines induced by multidrug-resistant (MDR) E. coli in comparison with susceptible
strains [14], other studies have found a lower production [15]. It is relevant to elucidate
whether the immune response elicited by MDRO is different from that against susceptible
strains. This difference could have significant therapeutic implications in the future, not
only in high-risk groups such as patients with cirrhosis but also in the general population.

We aimed to determine whether the in vitro immune response differs between MDR
E. coli and susceptible E. coli strains isolated from infected patients with cirrhosis.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Isolates and Growth Conditions

Twelve E. coli isolates from infected patients with cirrhosis were randomly selected
and used for the experiments: six from ascitic fluid in the context of a spontaneous bac-
terial peritonitis (SBP) and six from blood in the context of bacteremia. SBP was defined
as a bacterial infection of ascitic fluid without any intra-abdominal surgically treatable
source of infection, while bacteremia refers to a bloodstream infection according to current
guidelines [16].

Identification of E. coli isolates was initially suspected based on colony morphology
and growth on chromogenic agar (CPS agar; bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France). Species
confirmation was subsequently performed using MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker
Daltonics GmbH & Co., KG, Bremen, Germany).

Antimicrobial susceptibility testing was performed using the disk diffusion method
in accordance with the guidelines established by the European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing (EUCAST). Mueller-Hinton agar was used for all assays, and
incubation was carried out at 35 & 1 °C for 16-20 h in aerobic conditions. The results were
interpreted following EUCAST breakpoints applicable to the years of the study (EUCAST
v8.1, 2018; EUCAST v9.0, 2019; and EUCAST v10.0, 2020) [17-19].
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Isolates showing resistance or reduced susceptibility to third-generation cephalosporins
(e.g., cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone) were simultaneously screened for potential
ESBL production by observing synergy between cephalosporin disks and an amoxicillin-
clavulanic acid (20/10) disk. Ceftazidime (30 pg), cefotaxime (30 pg) and cefepime (30 ng)
disks were placed 20-30 mm from the central clavulanate disk on Mueller-Hinton agar
plates inoculated with bacterial suspensions adjusted to 0.5 McFarland turbidity. Enhance-
ment of the inhibition zone between the clavulanate disk and any of the cephalosporin
disks was interpreted as indicative of ESBL activity [20]. Quality control was performed
throughout using Kiebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL-positive) and Escherichia coli
ATCC 25922 (ESBL-negative).

Six of the twelve E. coli isolates were ESBL producers and the other six were susceptible
to antibiotics.

2.2. Bacterial Extracts Isolations

Bacterial strains were fractionated into surface protein and DNA.

2.2.1. Surface Protein Isolation

Surface protein was isolated for each strain from 50 mL overnight liquid cultures
(18 h) in duplicates, corresponding to the stationary growth phase. The method was
adapted from previously published protocols, with slight modifications [21,22]. Cells
were harvested by centrifugation (20 min, 10,000x g, 4 °C) and the resulting pellets were
resuspended in 0.01 N NaOH solution. Protease inhibitors ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) and phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
were added to all the solutions at final concentrations of 5 mM and 1 mM, respectively.
Suspensions were gently agitated for 30 min at 37 °C in an orbital rotary agitator (Stuart
SB3, Staffordshire, UK). After incubation and centrifugation, the supernatants containing
the protein extracts were filtered (0.45 um) and stored at —20 °C until further use. The
protein concentration was measured using the QubitTM Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) prior to their use.

2.2.2. Bacterial DNA Isolation

DNA extraction was performed for each strain from 1.5 mL broth cultures using
the GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) following the
manufacturer’s instructions. The DNA concentration was assessed using the QubitTM
DNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and stored at —80 °C.

2.3. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) Isolation and Stimulation with
Bacterial Extracts

PBMC were isolated from 10 mL of peripheral blood obtained from healthy donors us-
ing a Ficoll-Histopaque gradient and cryopreserved in liquid nitrogen. Cell concentrations
were adjusted to 2 x 10° PBMC/mL in RPMI medium (Dominique Dutscher, Bernolsheim,
France) supplemented with 5% fetal bovine serum (Biological Industries, Beit Haemek,
Israel), 1% penicillin/streptomycin, and 1% glutamine (Biowest, Nuaillé, France). This
medium is hereafter referred to as complete-RPMI.

In preliminary experiments, we stimulated PBMC with surface protein extracts at
concentrations of 0.02, 0.2, and 2 pg/mL in complete-RPMI medium in a final volume
of 200 uL in 96-well culture plates (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For
DNA extracts, we tested concentrations of 0.2 and 2 pug/mL. PBMC in complete-RPMI
alone served as the negative control. PBMC stimulated with lipopolysaccharide (LPS-EB
ultrapure 5 x 10® EU—InvivoGen, San Diego, CA, USA) at 1 pg/mL in complete-RPMI
medium was used as the positive control. PBMC were incubated for 2 and 5 days at 37 °C.

77



Compendi de publicacions

Microorganisms 2025, 13, 1164

4of 16

78

For the final experiments we used surface protein extracts at 0.2 pg/mL and DNA extracts
at 2 ug/mL because these concentrations performed best in preliminary tests. We incubated
PBMC for two days because we aimed to assess the innate immune response rather than
the adaptative response.

Because the yield of PBMC isolated from each healthy donor was insufficient to culture
all 12 E. coli extracts we used extracts from Escherichia coli ATCC® 25922, a non-pathogenic
clinical isolate from the American Type Culture Collection to standardize the results for
all cultures.

2.4. Determination of Cytokine Concentration and Ratio

Preliminary analysis of supernatants was conducted using a bead-based multiplex
immunoassay ProcartaPlex™ Human Inflammation Panel, 20 plex (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). From among the 20 cytokines analyzed for the final experiments,
we selected a battery of nine cytokines on the basis of their clinical relevance in patients
with cirrhosis [2,12,13] and/or their role in innate immune response. This battery of
cytokines captures key aspects of the immune response to microorganisms, encompassing
pro-inflammatory, regulatory, and chemotactic functions, while limiting the number of
analytes to ensure analytical robustness and comparability across samples. Specifically,
we analyzed interferon-gamma (IFN-y), IL-13, IL-10, IL-12p70, monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), IL-8/CXCLS8, IL-6, macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1), and
MIP-1B.

A ProcartaPlex™ Human MMP Panel, 5 plex (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) was used to measure interferon-gamma (IFN-y), IL-13, IL-10, IL-12p70, and
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). We used specific ELISA kits for IL-8/CXCL8
(Mabtech, Nacka Strand, Sweden), IL-6 (ImmunoTools, Friesoythe, Germany), macrophage
inflammatory protein (MIP)-1x and MIP-13 (PeproTech, Thermo Fisher Scientific, USA),
because these cytokines were saturated in the ProcartaPlex™.

The lower limits of quantification were as follows: 11 pg/mL for IFN-y, 2.76 pg/mL
for IL-1B, 1.56 pg/mL for IL-10, 7.32 pg/mL for IL-12p70, 3.08 pg/mL for MCP-1, 4 pg/mL
for IL-8, 6.1 pg/mL for IL-6 and 8 pg/mL for MIP-1x and MIP-13. Supernatants were
diluted 1/50 for IFN-y, IL-13, IL-10, IL-12p70 and MCP-1, 1/200 for IL-8 and IL-6, and
1/30 for MIP-1oc and MIP-13.

We normalized cytokine concentrations (in pg/mL) by calculating the ratio of cy-
tokine production from pathogenic E. coli to that from standard E. coli ATCC® 25922 using
the formula:

i Pathogenic E. coli cytokine concentration — negative control cytokine concentration
ratio =

E. coli ATCC® 25922 cytokine concentration — negative control cytokine concentration

We then compared the cytokine ratios between MDR and susceptible E. coli. We also
compared the cytokine ratios between the different healthy donors and between the site of
isolation of E. coli (ascitic fluid or blood).

2.5. Statistical Analyses

Statistical analyses were conducted using Graph Pad Prism 9 software (GraphPad,
Boston, MA, USA) and 2023 IBM SPSS Statistics for Windows, version 29.0.1.1 (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA). The Shapiro-Wilk test was applied to test the normality of data
distribution. Results are reported as percentages, median (IQR), and mean + standard
deviation. To test comparisons between groups we used the Fisher’s exact test, Mann—
Whitney test, Student’s t-test, multivariable linear regression analysis, and the Bonferroni
post-hoc test. Significance was established at a two-sided p-value lower than 0.05.
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3. Results

Surface-associated protein extract and DNA extracts were obtained from multidrug-
resistant E. coli (n = 6) and antibiotic-susceptible E. coli (n = 6) strains isolated from patients
with cirrhosis, and from a reference E. coli strain (ATCC® 25922). E. coli extracts were used
to stimulate in vitro PBMC from healthy donors (n = 8).

Table 1 shows the clinical characteristics of the patients from whom the E. coli were
isolated. There were no statistically significant differences in clinical and analytical char-
acteristics between the MDR E. coli group and the susceptible E. coli group. Both groups
were predominantly men, with similar mean ages (69 + 10 vs. 68 + 13 years, respectively).
The etiology of cirrhosis was mostly alcohol-related and metabolic dysfunction-associated
steatotic liver disease (MASLD), with impaired liver function at the infection diagnosis:
Child-Pugh scores of 9 and MELD 23 + 5.1 vs. 20 & 9.3, respectively. There was a non-
significant trend to higher C-reactive protein levels and white blood cell count in patients
infected by MDR E. coli. The MDR E. coli group had a non-significant higher proportion of
previous antibiotic prophylaxis (66.7% vs. 33.3%). Bacteremia was more common in the
MDR E. coli group, while SBP was more common in the susceptible E. coli group. Nosoco-
mial infections were exclusively associated with MDR E. coli. Both groups had similar rates
of acute kidney injury, cirrhosis decompensation, ACLF, and 30-day mortality.

Table 1. Clinical and analytical characteristics of patients with cirrhosis infected by MDR E. coli
and antibiotic-susceptible E. coli from whom bacterial isolates were obtained. Results are expressed
as percentages or mean =+ standard deviation. Normality was assessed with the Shapiro-Wilk
test; Student’s t-test or Mann-Whitney test were applied accordingly. Fisher’s exact test was used
for comparisons of categorical variables. MASLD: metabolic dysfunction-associated steatotic liver
disease; MetALD: metabolic and alcohol-related liver disease; MELD: model for end-stage liver
disease; SBP: spontaneous bacterial peritonitis; HE: hepatic encephalopathy; ACLF: acute-on-chronic
liver failure.

Infection by Infection by
MDR E. coli Susceptible E. coli p-Value
n=6 n=6
Sex, M/F, n (%) 6 (100%)/0 4 (66.7%)/2 (33.3%) 0.45
Age, (years) 69 £10 68 £13 048
Etiology of cirrhosis, n (%)

Alcohol-related liver disease 2 (33.3%) 1 (16.7%)
MASLD 3 (50%) 2 (33.3%) 0.46

MetALD 1(16.7%) 1(16.7%)

Alcohol + Autoimmune 0 2 (33.3%)
Chlld—I"ugh score at infection 9423 9417 0.50

diagnosis, (points)
MELD score at 1r}fect10n diagnosis, 23451 20493 023
(points)
C-reactive protein (mg/dL) 103.0 + 63.4 93.7 4 50.0 0.78
White blood cell count (x109/L) 109+55 82+ 44 0.38
Antibiotic prophylaxis, n (%) 4 (66.7%) 2 (33.3%) 0.57
Type of infection, n (%)

Bacteremia 4 (66.7%) 2 (33.3%) 0.56

SBP 2 (33.3%) 4 (66.7%)
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Table 1. Cont.

Infection by Infection by
MDR E. coli Susceptible E. coli p-Value
n==6 n==6
Site of acquisition, n (%)
Community-acquired 2 (33.3%) 3 (50%) 0.07
Healthcare associated 2 (33.3%) 3 (50%) :
Nosocomial 2 (33.3%) 0
Acute kidney injury at infection 5 s
diagnosis, 1 (%) 2 (33.3%) 3 (50%) 1
Decompensation of cirrhosis, n (%) 6 (100%), of which: 5 (83.3%), of which:
Ascites 3 (50%) 5 (100%) 1
Variceal bleeding 1 (16.7%) 0
Ascites + HE 2 (33.3%) 0
ACLE, n (%) 1 (16.7%) 2 (33.3%) 1
30-day mortality, n (%) 1 (16.7%) 0 1
We compared the cytokine production between MDR E. coli and antibiotic-susceptible
E. coli (Figure 1 and Table S1 and Table S2 in the Supplementary Materials). No statistically
significant differences were detected in the production of any cytokine between MDR and
susceptible strains.
(a) (b)
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Figure 1. Violin plots showing standardized ratio of cytokine production in response to E. coli surface
protein extract (a) and DNA extract (b), according to bacterial antibiotic susceptibility (antibiotic-
susceptible in green, MDR in blue). Data are presented as individual results and median with IQR.
Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test; Student’s {-test or Mann-Whitney test were
applied accordingly. No statistically significant differences between susceptible and MDR strains
were detected in the production of any cytokine.
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Multivariable linear regression analysis confirmed this finding and revealed that
the individual healthy donor significantly influenced the production of several cytokines
(Table 2). Specifically, IL-1p3, IL-10, IL-12p70, MCP-1, IL-8, MIP-1, and MIP-1§ levels in
cultures stimulated with surface protein extracts showed statistically significant differences
among healthy donors. Similarly, the individual healthy donor was associated with differ-
ent production of IFN-y, IL-13, IL-10, IL-12p70, IL-8, IL-6, MIP-1¢;, and MIP-1 in cultures
stimulated with DNA extracts. No significant differences were observed among healthy
donors for IEN-y and IL-6 levels in response to surface extracts, nor for MCP-1 levels in
response to DNA extracts.

Table 2. Multivariable linear regression analysis for each cytokine. Coefficients indicate the magnitude
of the difference between antibiotic-susceptible vs. MDR E. coli; results are expressed as 3 coefficient
and 95% confidence intervals. p-values for antibiotic-susceptible vs. MDR E. coli and among healthy
donors are reported.

Surface Protein Extract DNA Extract
Antibiotic- Antibiotic-
Susceptible vs. Healthy Donors Susceptible vs. Healthy Donors
MDR E. coli MDRE. coli
IL-1p coefficient (95% CI) ~ 1.01 (—3.51-5.53) - 0.03 (—1.15-1.21) -
p-value 0.65 <0.001 * 0.96 <0.001 *
IL-10 coefficient (95% CI)  —0.19 (—3.84-3.47) - —0.14 (—5.78-5.48) -
p-value 0.92 0.01* 0.96 0.002 *
IL-12p70 coefficient (95% CI) ~ 0.39 (—2.28-3.05) = 0.71 (—=3.07-4.49) =
p-value 0.77 <0.001 * 0.70 0.01*
IFN-y coefficient (95% CI)  —0.07 (—4.61-4.47) - —0.04 (—3.6-3.53) -
p-value 0.97 0.18 0.98 0.008 *
MCP-1 coefficient (95% CI) ~ 0.11 (—2.95-3.18) = —0,42 (—4.32-3.48) -
p-value 0.94 <0.001 * 0,83 0.40
IL-6 coefficient (95% CI) ~ 0.11 (—4.81-5.02) - —0.18 (—1.40-1.05) -
p-value 0.96 0.93 0.77 0.045*
IL-8 coefficient (95% CI) ~ 0.11 (—2.08-2.31) - 0.06 (—2.36-2.50) -
p-value 0.92 <0.001 * 0.96 <0.001 *
MIP-1a coefficient (95% CI)  0.13 (—0.36-0.62) - —0.13 (—-1.10-0.84) -
p-value 0.58 <0.001 * 0.78 0.01*
MIP-1p coefficient (95% CI) ~ —0.04 (—2.19-2.11) - 0.03 (—0.59-0.64) -
p-value 0.97 0.004 * 0.93 0.01*

(*): statistically significant p-values.

To further explore these findings, we generated volcano plots (Figures 2 and 3) to

illustrate the coefficients and p-values with Bonferroni correction for cytokine production
between susceptible and MDR strains and the variability among healthy donors. For
example, in Figure 2, regarding IL-1§3, donor ] exhibited a different cytokine production
pattern to that of the other donors. For IL-10, donor G showed the greatest difference. In
contrast, no significant differences were observed among donors for IFN-y.

Among the cytokines analyzed, the production levels were highest for IL-1f3 in surface
protein extracts (ratio of 1.70 (0.24-3.49) for MDR strains vs. 1.61 (0.48-3.98) for susceptible
strains, p = 0.54) and for IL-10 and MCP-1 in DNA extracts (ratios of 0.50 (0.13-1.39) vs.
0.96 (0.47-2.16), p = 0.19, and 1.34 (0.78-2.37) vs. 0.88 (0.36-2.63), p = 0.44, respectively)
(Figure 1 and Tables S1 and S2 in the Supplementary Materials).

Lastly, we studied whether the type of infection, and consequently the site of bacterial
isolation, influenced the immune response. We observed no significant differences in
cytokine production based on the source of infection (ascites vs. blood) (Figure 4 and
Tables S3 and S4 in the Supplementary Materials).
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Figure 2. Volcano plots showing cytokine production in response to E. coli surface protein extract.
Coefficients indicate the magnitude of the difference between antibiotic-susceptible and MDR E. coli
(indicated by an orange dot), and between each healthy donor and every other healthy donor
individually (represented by a white circle, with each donor labeled by a capital letter). p-values
using multivariable lineal regression with Bonferroni correction for each coefficient are represented as

—logyp. A value of —logjg higher than 1.3 corresponds to a p-value < 0.05 (red dot line) and indicates
statistical significance.
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Figure 3. Volcano plots showing cytokine production in response to E. coli DNA extract. Coef-
ficients indicate the magnitude of the difference between antibiotic-susceptible and MDR E. coli
(indicated by an orange dot), and between each healthy donor and every other healthy donor indi-
vidually (represented by a white circle, with each donor labeled by a capital letter). p-values using
multivariable lineal regression with Bonferroni correction for each coefficient are represented as

—logo. A value of —logjp higher than 1.3 corresponds to a p-value < 0.05 (red dot line) and indicates

statistical significance.
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Figure 4. Violin plots showing the standardized ratio of cytokine production in response to E. coli
surface protein extract (a) and DNA extract (b), according to the site of infection (ascites vs. blood).
Antibiotic-susceptible strains are represented by green dots and MDR strains by blue dots. Data are
presented as individual results and median with IQR. Normality was assessed with the Shapiro-Wilk
test, Student’s f-test, or Mann-Whitney test were applied accordingly. No statistically significant
differences were detected between ascites and blood in the production of any cytokine.

4. Discussion

The main finding in the present study was that the in vitro cytokine production by
PBMC from healthy donors challenged with E. coli isolated from patients with cirrhosis
was similar in MDR and susceptible strains. In addition, the production of most cytokines
differed among individual healthy donors.

The rising prevalence of infections caused by MDRO worldwide is a serious threat
to global public health, especially in patients with cirrhosis [6]. The link between MDR
infections and higher mortality observed in previous reports [23,24] could have several
non-exclusive explanations, such as delays in appropriate antibiotic treatment [6,9,11],
intrinsic host factors [25], and bacterial virulence factors [26]. However, a different elicited
immune response between MDR and susceptible bacteria could also contribute to the worse
prognosis in the former. Few studies have evaluated in vitro how immunity responds to
MDR E. coli through cytokine production. Bristianou et al. studied the early release of
cytokines by human monocytes from healthy donors stimulated by E. coli obtained from the
urine of women with acute pyelonephritis [14]. They observed a higher production of TNF,
IL-6, and IL-8 by MDR E. coli than by susceptible strains, while the opposite occurred for
IL-12. In contrast, Auger et al. found that beta-lactam-resistant E. coli strains isolated from
urine or blood incubated with whole blood from healthy donors induced significantly lower
levels of TNF-a and IL-1p than susceptible strains [15]. This discrepancy with Bristianou
et al.’s results was attributed to the use of whole blood instead of monocytes.

In our study the battery of cytokines was selected on the basis of their clinical rele-
vance in patients with cirrhosis [2,12,13] and/or their role in innate immune response to
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microorganisms, the target of our experimental approach. This battery included IFN-y,
IL-1p, IL-10, IL-12p70, MCP-1, MIP-1&, MIP-1f3, IL-6, and IL-8 and allowed us to analyze
essential components of the immune response, covering pro-inflammatory, regulatory, and
chemotactic functions. We did not find statistically significant differences in the production
of any of these cytokines between MDR E. coli and susceptible strains. It is of note that the
production of IL-6 and IL-8, pro-inflammatory cytokines with a relevant prognostic value
in cirrhosis [12,13], did not differ between the two groups of E. coli strains. These results
suggest that the worse prognosis of MDR E. coli infections is more likely attributable to
factors such as delayed appropriate antibiotic treatment [6,9] or a patient’s poorer baseline
status than to a different immune response elicited by the bacteria. Moreover, our data
in vitro do not support the use of specific immune modulation as a therapeutic strategy for
sepsis caused by MDR E. coli. However, we cannot exclude the potential role of therapeutic
immune modulation in vivo or in other contexts [27].

The mechanisms of antibiotic resistance in E. coli are mainly located in the bacterial
envelope. These mechanisms include antibiotic inactivating/modifying enzymes (such as
carbapenemases and ESBLs), outer membrane porin remodeling, enhanced efflux pump
action to actively transport antibiotics out of the cell, and alteration of antibiotic target sites
(e.g., lipid A region of lipopolysaccharide) [28]. In the present study, all the MDR E. coli
were ESBL-producing strains. Therefore, it seemed interesting to study the differences
between MDR and susceptible E. coli in the immune response elicited specifically by the
surface bacterial extract. However, although the surface components of bacteria play a key
role in triggering the human immune response, other bacterial components such as CpG
DNA also stimulate this response. In effect, circulating bacterial DNA is associated with the
proinflammatory state [29] and a worse prognosis [30] in patients with cirrhosis. Notably,
bacterial surface and DNA components stimulate the immune system through different
pathways. Surface lipopolysaccharide binds to Toll-like receptor (TLR) 4 and lipoproteins
to TLR 2/TLR 1 whereas bacterial CpG-containing DNA binds to TLR 9 [31-34]. The
immune response to surface components could therefore differ from that elicited by DNA
extracts. For this reason, in contrast to the studies by Bristianou and Auger who used the
whole bacteria [14,15], we analyzed the surface extract and the DNA extract separately,
and we did not find relevant differences in the immune response between MDR E. coli and
susceptible E. coli in any. However, whole bacteria may simultaneously activate multiple
pattern recognition receptors, resulting in a synergistic cytokine regulation [35]. This effect
could lead to an immune response different from that elicited by surface and DNA extracts
separately. Future studies comparing whole bacteria with their isolated components could
provide further insight into these interactions.

In this study, we used PBMC from healthy donors rather than from patients with
cirrhosis to minimize variability and potential confounding factors. Patients with cirrhosis
exhibit high heterogeneity in baseline immune alterations, history of infections, liver
failure severity, comorbidities and pharmacological treatments. All these factors could
mask potential differences in cytokine production between MDR and susceptible E. coli,
especially given the limited number of strains analyzed. Therefore, we decided to use
PBMC from healthy donors, a theoretically more homogeneous population. Nevertheless,
among the healthy donors, we observed high variability in the production of most cytokines,
highlighting the role of genetic polymorphisms and environmental factors in modulating
inflammatory pathways. For instance, a genome-wide association study revealed innate
immunity was strongly influenced by several genetic loci, while factors such as smoking,
age, and sex were shown to predominantly influence adaptive immunity [36]. Previous
microbial exposure may also influence systemic immune responses, including cytokine
production. It is important to consider that patients with cirrhosis exhibit a different
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immune response compared to healthy subjects. In fact, an exaggerated in vitro response
to bacterial products has been reported in patients with cirrhosis compared to healthy
controls, particularly in the production of interferons, IL-6 and IL-8 [37]. Therefore, it
remains unknow whether the similar cytokine profile found between MDR and susceptible
E. coli strains in PBMC from healthy controls can be extrapolable to PBMC from patients
with cirrhosis.

The cytokines with the highest production were IL-1B in surface extracts and IL-10 and
MCP-1 in DNA extracts. IL-1f3 is a proinflammatory cytokine that has an important role
in the immune response after the initial host recognizes bacterial infection and enhances
phagocyte recruitment and function [38]. MCP-1 is a chemokine that plays a key role in
recruiting monocytes and polymorphonuclear cells [39]. In contrast, IL-10 has been reported
to act as an anti-inflammatory cytokine that protects the host from a harmful uncontrolled
immune response [38]. Nevertheless, IL-10 can also exhibit immunostimulatory properties
under certain conditions [40].

The site from which E. coli was isolated (ascitic fluid vs. blood) did not significantly
influence the in vitro immune response. This observation aligns with the understanding
that SBP and spontaneous bacteremia—the most characteristic infections in cirrhosis—
share the common pathophysiological pathway of bacterial translocation, with bacteria
originating from the intestinal lumen moving to various extraintestinal sites [41].

Our study has certain limitations. First, the number of bacteria is limited. However,
our intention was to mimic an ex vivo clinical scenario using strains isolated from infected
patients with cirrhosis and to evaluate a comprehensive battery of cytokines. Second, we
used multiple healthy donors instead of relying on a single donor for all experiments. The
variability generated between these different donors could therefore limit the comparison
between MDR and susceptible strains. However, we tried to control this potential bias by
multivariable linear regression analysis. This approach of using several healthy donors
increased the generalizability of our results and allowed us to observe the role of donor
variability in the immune response. Third, the PBMC were obtained from healthy donors
rather than patients with cirrhosis. Nonetheless, this serves as a preliminary approach
to understanding how the general population responds to MDR E. coli and provides a
foundation for future studies with PBMC from patients with cirrhosis. It would also be
valuable to extend this approach to other MDR bacteria. Fourth, we used different cytokine
quantification techniques to evaluate the results because some cytokines were saturated
in the multiplex immunoassay. While this introduced variability, it allowed us to assess
a broader range of cytokine responses. Lastly, our study is based on in vitro experiments.
While valuable to understand certain aspects of immune responses under well-defined
conditions, such experiments cannot fully replicate the complexity and dynamic nature of
the immune environment in vivo.

5. Conclusions

Within the limitations of the sample size, we conclude that there were no significant
differences in in vitro cytokine production between MDR and antibiotic-susceptible E.
coli strains isolated from infected patients with cirrhosis. This result suggests that the
poor prognosis associated with MDR infections is likely driven by factors other than
differences in immune response. Furthermore, our data in vitro do not support the use
of specific immune modulation as a targeted therapeutic approach for MDR infections.
Notably, we observed that immune response was strongly influenced by interindividual
variability among healthy donors. This result underscores the importance of considering
host variability in shaping immune response to infections. Future research should explore
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the underlying mechanisms of this variability and its clinical implications, particularly in
vulnerable populations such as patients with cirrhosis.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article /10.3390 /microorganisms13051164/s1, Table S1: Standardized ratio of
cytokine production in response to E. coli surface protein extract (a) and DNA extract (b), according
to bacterial antibiotic susceptibility. Results are expressed as median (IQR). Normality was assessed
with the Shapiro-Wilk test; Student’s -test or Mann—-Whitney test were applied accordingly; Table S2:
Absolute concentrations (pg/mL) of cytokine production in response to E. coli surface protein extract
(a) and DNA extract (b), according to bacterial antibiotic susceptibility. Results are expressed as
median (IQR). Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test; Student’s t-test or Mann-Whitney
test were applied accordingly; Table S3: Standardized ratio of cytokine production in response to
E. coli surface protein extract (a) and DNA extract (b), according to the site of infection (ascites vs.
blood). Results are expressed as median (IQR). Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test;
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(pg/mL) of cytokine production in response to E. coli surface protein extract (a) and DNA extract
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Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test; Student’s {-test or Mann-Whitney test were
applied accordingly.
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Abbreviations

The following abbreviations are used in this manuscript:

ACLF Acute-on-chronic liver failure;

CAID Cirrhosis-associated immune dysfunction;

HE Hepatic encephalopathy;

ESBL Extended-spectrum—betalactamases;

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing;
IFN-y Interferon-gamma;

MASLD  Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease;
MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1;
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MDR Multidrug-resistant;
MDRO Multidrug-resistant organisms;
MetALD  Metabolic and alcohol-related liver disease;

MIP Macrophage inflammatory protein;
PBMC Peripheral blood mononuclear cells;
SBP Spontaneous bacterial peritonitis;
TLR Toll-like receptor.
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4.2.1 Material suplementari

SUPPLEMENTARY MATERIAL

In Vitro Immune Response of Mononuclear Cells
to Multidrug-Resistant Escherichia coli

Berta Cuyas 123, Elisabet Cantd 4, Elisabet Sanchez-Ardid 13, Elisenda Mir6 56, Edilmar
Alvarado-Tapias 23, Eva Roman %3, Maria Poca 23, Ferran Navarro ¢, Andreu Ferrero-
Gregori 4, Maria Angels Escorsell 123, Silvia Vidal 4, German Soriano 123°

Table S1. Standardized ratio of cytokine production in response to E. coli surface protein
extract (a) and DNA extract (b), according to bacterial antibiotic susceptibility. Results are
expressed as median (IQR). Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test; Student’s t-test
or Mann-Whitney test were applied accordingly. MDR: multidrug-resistant.

a) Surface protein extract

IL-18 IL-10 IL-12p70 IFN-y MCP-1 IL-6 IL-8 MIP-1a MIP-18
Antibiotic- 1.61(0.48- | 1.33(0.77- | 1.24 (0.34- | 1.14(0.14- | 0.34 (-0.45- | 1.09 (0.90- [ 1.03 (0.67- | 0.98 (0.79- | 0.96 (0.68-
susceptible 3.98) 1.92) 2.67) 1.97) 1.00) 1.19) 1.12) 1.15) 1.10)
F. coli
MDR 1.70 (0.24- 1.16 (0.81- | 0.94 (-0.02- | 0.92(0.57- | 0.72 (-2.16- | 0.96 (0.87- | 0.90 (0.74- | 0.94 (0.77- | 0.87 (0.71-
E. coli 3.49) 1.69) 1.42) 2.04) 1.02) 1.10) 1.05) 1.06) 1.08)
p-value 054 0.65 0.31 0.91 0.93 0.20 0.50 0.51 0.95

b) DNA extract

IL-1B IL-10 IL-12p70 IFN-y MCP-1 1L-6 1L-8 MIP-1a MIP-1p

Antibiotic- 0.63 (0.42- | 0.96 (047- | 045 (0.06- | 0.52(0.23- | 0.88(0.36- | 0.78 (0.50- | 0.78 (0.36- | 0.86 (0.59- | 0.88 (0.54-
susceptible 1.28) 2.16) 1.35) 1.19) 2.63) 121) 0.95) 1.21) 0.98)
E. coli

MDR 046 (0.13- | 0.50 (0.13- | 0.44 (0.24- -0.37 (- 1.34 (0.78- | 0.82(0.62- | 0.79 (0.55- | 0.82 (0.59- | 0.90 (0.76-
E. coli 0.79) 1.39) 1.45) 0.37-0.68) 237) 1.22) 0.99) 1.20) 0.97)
p-value 025 0.19 0.61 027 0.44 0.95 097 095 0.84
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Table S2. Absolute concentrations (pg/mL) of cytokine production in response to E. coli surface
protein extract (a) and DNA extract (b), according to bacterial antibiotic susceptibility. Results
are expressed as median (IQR). Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test; Student’s t-

test or Mann-Whitney test were applied accordingly. MDR: multidrug-resistant.

a) Surface protein extract

IL-1p IL-10 1L-12p70 IFN-y MCP-1 IL-6 IL-8 MIP-1a MIP-18
Antibiotic- 1756.00 37275 7.72 (5.99- 93.89 1049.16 10942.86 | 10827890 | 13950.00 6866.25
susceptible (921.84- (219.19- 9.59) (45.74- (868.65- | (7609.52- | (78342.86- | (12200.00- | (5778.75-
E. coli 3306.32) 520.82) 384.82) 120025) | 14323.81) | 148628.60) | 16550.00) | 8553.75)
MDR 1549.85 385.07 7.14 (5.93- 11413 964.98 1422857 | 133485.70 | 14000.00 7278.75
E. coli (862.32- (175.90- 8.82) (51.26- (857.88- | (8323.81- | (88914.29- | (12825.00- | (5253.75-
2881.91) 519.66) 243.72) 1160.71) | 18323.81) | 148914.30) | 15925.00) | 11066.25)
p-value 0.65 0.98 0.58 1 0.83 021 028 0.80 0.34
b) DNA extract
IL-1B IL-10 IL-12p70 IEN-y MCP-1 IL-6 IL-8 MIP-1 MIP-1
Antibiotic- 1147.02 361.26 7.38 (6.24- 53.97 913.74 7085.71 | 10048572 | 12200.00 6898.75
susceptible (892.79- (94.46- 8.35) (29.50- (819.33- (3966.67- (71778.41- (8300.00- (5628.75-
E. coli 1504.24) 489.94) 174.92) 1158.62) | 13014.29) | 148200.03) | 13636.58) | 7785.00)
MDR 1267.37 253.99 7.38 (6.56- 64.73 938.16 1308571 | 147843.80 | 14200.00 7635.00
E. coli (929.55- (134.02- 8.39) (33.50- (812.72- (5990.48- | (90771.43- | (10600.00- | (6082.16-
1927.82) 403.92) 160.46) 1170.84) | 21514.29) | 184342.85) | 16650.00) | 10241.25)
p-value 0.55 0.98 0.99 0.93 0.55 0.07 0.09 0.14 0.08
2
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Table S3. Standardized ratio of cytokine production in response to E. coli surface protein

extract (a) and DNA extract (b), according to the site of infection (ascites vs. blood). Results are

expressed as median (IQR). Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test; Student’s t-test

or Mann-Whitney test were applied accordingly.

a) Surface protein extract

IL-1p IL-10 IL-12p70 IFN-y MCP-1 IL-6 IL-8 MIP-1x MIP-18
Ascites 161 (036~ | 1.24 (078~ | 1.22 (044 | 096 0.05- | 031(- | 1.09 (091~ | 1.03 (0.71- | 0.95 (0.69- | 0.95 (0.70-

4.85) 1.68) 2.18) 1.93) 0.91-0.97) 1.18) 1.11) 1.14) 1.02)
Blood 1.17 (0.37- | 1.17 (0.82- | 0.98 (0.00- | 1.03 (0.60- 0.72 (- 0.94 (0.79- | 0.92 (0.79- | 0.97 (0.79- | 0.96 (0.72—

3.39) 2.51) 1.79) 2.07) 0.77-1.03) 1.09) 1.08) 1.04) 1.09)
p-value 0.39 0.97 0.39 0.55 0.69 0.09 0.78 083 0.77

b) DNA extract

IL-1p IL-10 1L-12p70 IFN-y MCP-1 IL-6 1L-8 MIP-1a MIP-18
Ascites 0.64 (0.20- 0.89 (- 0.53 (0.12- | 0.58 (0.18- | 1.25 (0.44- [ 0.82 (0.50- | 0.76 (0.38- | 0.82 (0.41- [ 0.75 (0.45-

1.03) 0.09-1.52) 1.75) 0.99) 2.37) 1.18) 0.96) 1.21) 1.00)
Blood 0.46 (028 | 0.76 (0.19- | 0.41(0.13- | 039 (0.03- | 1.22 (0.63- | 0.85 (0.61- | 0.81 (0.57- | 0.86 (0.64- | 0.93 (0.84—

0.91) 2.93) 1.10) 0.96) 2.43) 1.24) 0.98) 145) 0.98)
p-value 0.61 0.70 0.62 0.42 0.77 074 0.69 031 0.24
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Table S4. Absolute concentrations (pg/mL) of cytokine production in response to E. coli surface

protein extract (a) and DNA extract (b), according to the site of infection (ascites vs. blood).

Results are expressed as median (IQR). Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test;

Student’s t-test or Mann-Whitney test were applied accordingly.

a) Surface protein extract

-1 11.-10 11-12p70 IFN-y MCP-1 11.-6 -8 MIP-1x MIP-18
Ascites 1195.07 307.60 7.38 (6.72- 74.19 897.57 6419.05 103200.00 11300.00 6472.50
(905.54- (96.05- 8.31) (29.10- (809.94- (3847.62- | (68057.14- | (6600.00- | (5628.75-
1539.05) 496.04) 200.45) 1103.92) | 14276.20) | 149093.35) | 15100.00) | 7822.50)
Blood 1489.94 322.11 7.38 (6.27- 102.27 922,07 1422857 | 124057.10 | 14300.00 7128.75
(912.36- (202.34- 8.73) (36.58- (795.77- (8085.71- | (86914.29- | (12325.00- | (5516.25-
2939.02) 562.47) 234.94) 107456) | 18466.67) | 152628.60) | 16175.00) | 10110.00)
p-value 0.87 0.96 0.83 0.54 0.178 0.65 0.53 0.50 0.42
b) DNA extract
IL-18 1L-10 1L-12p70 IFN-y MCP-1 1L-6 IL-8 MIP-1x MIP-1p
Ascites 1861.07 413.20 7.38 (5.80- 93.89 1077.53 11276.19 | 10977140 | 13850.00 7241.25
(792.28- (207.01- 9.07) (56.72- (920.49- (7966.67- (82914.29- | (12575.00- (5778.75-
3032.74) 476.47) 322.58) 1400.00) 14728.57) | 147485.75) | 16550.00) | 8478.75)
Blood 1261.04 240.11 7.05 (6.16- 47.70 961.39 11514.28 | 14862855 | 13550.00 7766.25
(904.79- (175.98- 8.39) (35.57- (831.28- (6728.57- (91146.17- | (12225.00- (6603.75-
2022.48) 403.98) 145.10) 1193.16) 17823.81) | 177128.60) | 15800.00) | 10728.75)
p-value 0.38 0.86 0.49 0.59 0.31 0.15 023 0.06 0.05
4
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5. RESUM GLOBAL DELS RESULTATS

En el primer estudi es va avaluar I'impacte de la pandémia COVID-19 en el tipus
d’infeccions, la incidencia d’infeccions nosocomials i la incidéncia de MDRO en pacients
amb cirrosi hospitalitzats entre I’11 de marg de 2020 i el 10 de marg de 2021, comparant
els resultats amb un periode de temps prepandémia (11 de mar¢ de 2019 a 10 de marg

de 2020).

Durant el periode prepandéemia, 170 pacients van precisar un total de 251 ingressos a
causa de descompensacions agudes de la cirrosi (Figura 1 de I'estudi 1). D’entre aquests
ingressos, es va detectar una o més infeccions en el moment de l'ingrés i/o es van
desenvolupar durant I'hospitalitzacié en 102 de 251 hospitalitzacions (40,6%). Durant el
periode pandemia, foren 114 pacients que precisaren 169 ingressos, d’entre els quals es
van detectar una o més infeccions en el moment de l'ingrés i/o es van desenvolupar
durant I'hospitalitzacio en 74 de 169 hospitalitzacions (43,8%), sense diferencies
estadisticament significatives respecte al periode prepandémia (P=0,52). Destaca una
menor taxa d’ingressos durant el periode pandémia (23,3 (6) vs 15,8 (4,5) ingressos per

mes, P=0,002].

Pel que fa al nombre d’infeccions per ingrés, es va detectar una infeccid per ingrés en
78 ingressos en el grup prepandemia (76,5%) i en 61 ingressos en el grup pandémia
(82,4%), dues infeccions per ingrés en 21 ingressos (20,6%) i en 8 (10,8%),
respectivament, i tres o més infeccions en 3 ingressos (2,9%) i en 5 (6,8%),
respectivament. D’entre els ingressos amb més d’una infeccid, almenys una infeccid es
va diagnosticar en el moment de I'ingrés en 16 de 24 ingressos (66,7%) durant el periode

prepandémia i en 10 de 13 ingressos (76,9%) durant la pandémia.

En total per tant, es van identificar 131 episodis d’infeccié en 102 ingressos en el grup
prepandemia i 95 episodis d’infeccié en 74 ingressos en el grup pandémia. Aquestes

infeccions van ser I'objectiu del primer estudi.

Les principals caracteristiques de les infeccions es recullen a la figura 2a de I'estudi 1. En
general, les infeccions més freqlients van ser la PBE, la infeccié del tracte urinari i la

pneumonia. Durant la pandémia, en comparacido amb el grup prepandémia, van
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disminuir de manera no significativa la PBE i la pneumonia (22,9% prepandéemia vs 14,7%
en pandemiai22,1% vs. 16,8% de totes les infeccions, respectivament) i van augmentar
no significativament les infeccions del tracte urinari (22,1% vs 33,7%, respectivament).
A destacar que es va produir una disminucid no estadisticament significativa de les

infeccions per Clostridioides difficile durant el periode pandémia (9,2% vs 3,8%).

En referéencia al lloc d’adquisicié de la infeccid, en el grup pandemia el percentatge
d’infeccions adquirides a la comunitat va augmentar (35,1% en el periode prepandéemia
vs. 48,4% en pandemia, P=0,04) i el percentatge d’infeccions nosocomials va disminuir
(37,4% prepandémia vs 25,3% en pandémia, P=0,06) tal com es pot veure a la Figura 1b
de 'estudi 1. El percentatge d’infeccions associades a |’atencié sanitaria es va mantenir
similar en ambdds periodes (27,5% prepandéemia vs 26,3% en pandémia) Tenint en
compte tots els ingressos, la incidéncia d’infeccions nosocomials va ser inferior durant
la pandémia, pero aquesta diferéncia no va assolir significacié estadistica [35/251

ingressos (13,9%) en prepandémia vs 18/169 ingressos (10,7%) en pandémia].

Pel qué fa als cultius, es va detectar un cultiu microbiologic positiu en 71/131 infeccions
(54,2%) en el grup prepandémia i en 59/95 infeccions (62,1%) en el grup pandémia
(P=0,23). Els tipus de microorganismes es detallen a la Taula complementaria 1 de
I’estudi 1. Els principals aillaments foren bacteris gramnegatius en ambdds grups (45,1%
en el grup prepandémia vs 50,9% en el grup pandéemia). Es va observar un percentatge
superior de forma no estadisticament significativa de MDRO entre el total d’infeccions
en el periode pandémia [10/131 infeccions en prepandémia (7,6%) vs 11/95 infeccions
en pandemia (11,5%), P=0,31]. Els tipus d’infeccions relacionades amb MDRO es
mostren a la Taula 2 de l'estudi 1, destacant que la majoria foren pels bacils
gramnegatius E. coli productor de beta-lactamases d’espectre estés (BLEE) i K.
pneumoniae BLEE, seguits de P. aeruginosa multiresistent i Staphylococcus aureus
resistent a meticil-lina. Durant el periode pandémia es va observar un augment
d’infeccions relacionades amb MDRO entre les infeccions nosocomials (Figura 3 de
I'estudi 1): 8,2% de les infeccions nosocomials durant el periode prepandémia foren per
MDRO mentre que entre les infeccions nosocomials durant el periode pandéemia, 20,8%
van ser per MDRO. Tenint en compte tots els ingressos, es va detectar una tendencia a

una incidencia més elevada d’infeccions relacionades amb MDRO durant la pandémia
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(11/169 ingressos, 6,5%) en comparacié amb el periode prepandémia (10/251 ingressos,

4%), P=0,25.

En relacid a les complicacions durant l'ingrés, no es van observar diferencies
estadisticament significatives entre els dos grups pel que fa a la incidencia de ACLF
(15,3% durant el periode prepandémia vs 12,6% durant la pandémia, P=0,57), xoc séptic
(13,7% vs 9,5%, P=0,33), necessitat de ventilacio mecanica relacionada amb la infeccid

(2,3% vs 5,3%, P=0,28) i mortalitat als 30 dies (16% vs 11,6%, P=0,34).

En el segon estudi, I'objectiu fou determinar si la resposta immunitaria in vitro de
cél-lules mononuclears de donants sans davant d’E. coli MDR és diferent respecte la que
desencadenarien els E. coli sensibles a antibiotics. Aquests E. coli es van obtenir de la
sang o bé del liquid ascitic de pacients amb cirrosi hepatica infectats i es van processar
per tal d’aillar dos extractes de cadascun dels E. coli: I'extracte de proteines de superficie
i I'extracte d’ADN bacteria. La resposta immunitaria es va avaluar mitjangcant la
determinacio de 9 citocines en el sobrenadant, a les 48 hores d’incubacié de les cel-lules
amb els E. coli: IFN-y, IL-1B, IL-10, IL-12p70, MCP-1, IL-4, IL-8, MIP-1a i MIP-1B. Aquestes
citocines foren seleccoinades en base a la seva rellevancia clinica en pacients en cirrosi

i/o el seu paper en la immunitat innata (50,52,115).

Es van utilitzar 6 E. coli MDR i 6 E. coli sensibles a antibiotics de pacients amb cirrosi, aixi
com un E. coli de referéncia (ATCC® 25922) del laboratori, i es van aillar I'extracte de
proteines de superficie i I'extracte d’ADN bacteria de tots ells. Amb aquests extractes,
es van estimular in vitro les cel-lules mononuclears de 8 donants sans diferents. A la
taula 1 de I'estudi 2 es descriuen les caracteristiques cliniques dels pacients amb cirrosi
dels quals es van obtenir els E. coli. Dels 6 E. coli MDR, 4 foren causants de bacteriemia
i 2 de PBE, mentre que d’entre els 6 E. coli sensibles, foren 2 i 4 respectivament, sense
diferencies estadistiques. Les infeccions nosocomials es van associar exclusivament als

E. coli MDR.

Vam comparar la produccié de les citocines davant d’E. coli MDR i d’E. coli sensibles als
antibiotics mitjancant el test de t de Student i el test de Mann-Whitney (Figura 1i Taules

S1 i S2 dels Materials Suplementaris). Hi va haver una gran variabilitat perd no es van
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detectar diferéncies estadisticament significatives en la produccio de cap citocina entre

les soques MDR i les sensibles.

L’analisi de regressio lineal multivariable va confirmar aquest resultat i va revelar que la
produccié de citocines es veia significativament influenciada pels diferents donants
sans, tal com s’observa a la Taula 2 de I’estudi 2. Concretament, els nivells d’IL-183, IL-10,
IL-12p70, MCP-1, IL-8, MIP-1a i MIP-1P en cultius estimulats amb extractes de proteines
de superficie van mostrar diferencies estadisticament significatives entre els diferents
donants sans. De la mateixa manera, hi van haver diferéncies estadisticament
significatives entre els diferents donants sans en la produccié d’IFN-y, IL-1pB, IL-10, IL-
12p70, IL-8, IL-6, MIP-1a i MIP-1B en cultius estimulats amb extractes d’ADN bacteria.
No es van observar diferencies significatives entre els donants sans pel que fa als nivells
d’IFN-y i IL-6 en resposta als extractes de superficie, ni tampoc en els nivells de MCP-1

en resposta als extractes d’ADN.

Per tal d’aprofundir en aquests resultats, es van generar diagrames de volca per
representar els resultats de I'analisi de regressié lineal multivariable amb la correccié de
Bonferroni (Figures 2 i 3 de I'estudi 2). En aquests diagrames es representen els
coeficients i els valors de P per a la produccid de citocines entre les soques sensibles i
MDR, aixi com entre els diferents donants sans. Els coeficients indiquen la magnitud de
la diferéncia entre I'E. coli sensible i el MDR (punt taronja del grafic) i entre un donant i
un altre donant (cercles blancs). Els —log10 (valor P) majors de 1,3 corresponen a un
valor de P <0.05 (indicat a la figura amb la linia vermella discontinua), per tant, indiquen
significacid estadistica. Per exemple, en la Figura 2 de 'estudi 2, pel que fa a IL-1B, el
donant J va mostrar un patroé de produccid de citocines diferent de la resta de donants.
Per a IL-10, el donant G és el que es va comportar més diferent dels altres. En canvi, no

es van observar diferéncies significatives entre cap dels donants pel que fa a IFN-y .

Finalment, es va estudiar si el tipus d’infeccié (bacteriemia vs PBE), i en conseqiiéncia el
lloc d’aillament bacteria, influia en la resposta immunitaria. No es van observar
diferencies significatives en la produccié de citocines segons la procedéencia de I'E. coli
(ascites vs. sang) tal com es detalla a la Figura 4 i Taules S3 i S4 dels Materials

Suplementaris de I'estudi 2.
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6. RESUM GLOBAL DE LA DISCUSSIO

La present tesi doctoral neix de la necessitat d'aprofundir en el coneixement de les
infeccions en els pacients amb cirrosi hepatica, un col-lectiu especialment vulnerable per
la seva disfuncid immunitaria (50) i per I'elevada exposicié al sistema sanitari i els
procediments invasius. Les infeccions en aquests pacients s’associen a pitjor pronostic i
son causa d’ACLF i mortalitat (38). Paral-lelament, la resistencia antimicrobiana s’ha
convertit en una creixent amenaca per la salut publica a nivell mundial (116), amb
especial impacte en poblacions amb malalties croniques com la cirrosi. En aquest
context, el primer estudi de la present tesi se centra en avaluar com la pandémia COVID-
19 i les mesures de contencié implementades afectaren la incidéncia i el tipus
d’infeccions en pacients amb cirrosi, amb especial @mfasi en les infeccions causades per

MDRO.

Entre els pacients amb cirrosi, destaca E. coli BLEE com a principal agent causant
d’infeccions per MDRO. Tenint en compte el pitjor pronostic d’aquestes i la importancia
de la resposta immunitaria en el pronostic dels pacients amb cirrosi, ens varem plantejar
si aquesta resposta era diferent en front els E. coli BLEE en comparacié amb les soques
sensibles als antibiotics. Per aquest motiu, el segon estudi es va dissenyar per avaluar la
resposta immunitaria que produeixen in vitro les soques d’E. coli MDR comparant-la

amb aquella que indueixen les soques d’E. coli sensibles a antimicrobians.
6.1. Estudi 1

Aquest és el primer estudi exhaustiu que analitza I'impacte de la pandemia de la COVID-
19 en la incidéncia i el tipus d’infeccions en pacients amb cirrosi hospitalitzats fora de
les UCI. Els resultats d’aquest primer estudi evidencien que durant la pandémia hi va
haver una incidéncia similar d’infeccions respecte el periode prepandémia, perd amb
una tendéncia a una menor incidéncia d’infeccions nosocomials i una major incidéencia
d’infeccions per MDRO. El principal agent causant de MDRO fou E. coli BLEE, tal com

també s’ha descrit en estudis previs en pacients amb cirrosi (41).

Durant la pandémia de la COVID-19, per tal d’evitar la propagacié del SARS-CoV-2 es van

implementar i reforcar mesures estrictes que també es recomanen des de fa temps per
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prevenir les infeccions en general i particularment aquelles per MDRO, com per exemple
una millor higiene de mans, I'Us de bates de proteccié o I'aillament fisic, entre d’altres
(117). Toti que es podia haver esperat que aquestes mesures dirigides a evitar I'expansié
del SARS-CoV-2 repercutissin en una menor incidencia de determinades infeccions
bacterianes (118), com per exemple les nosocomials o les causades per MDRO, no es va
observar una reduccio significativa de la incidencia global d’infeccions en pacients amb
cirrosi hospitalitzats en comparacido amb el periode prepandémia, si bé si que es va
identificar una tendéncia no significativa a menys infeccions nosocomials. Aquesta
disminucio d’infeccions nosocomials coincideix amb els resultats d’un estudi en pacients
amb cirrosi ingressats a les UCIs dels Estats Units (113), aixi com amb un altre que
avaluava les infeccions en una unitat de neurocirurgia de la Xina (119), i podria estar
reflectint I'impacte positiu de les mesures preventives implementades als hospitals per
combatre la pandemia. En aquest sentit, un estudi italia va avaluar I'efecte d’un
programa especific de prevencié d’infeccions en pacients amb cirrosi hospitalitzats
abans de la pandémia per COVID-19 (77). Aguest programa incloia la reduccié de
pacients per habitacio i major distancia entre ells, la milloria de la higiene de mans i Us
d’antiseptics, la retirada preco¢ de sondes urinaries, la limitacié dels procediments
invasius dins del possible, tecniques de cultiu microbia més rapides, aillament dels
pacients amb infeccions per MDRO aixi com un us racional d’antibiotics. Van aconseguir
reduir significativament la taxa d’infeccions nosocomials un 50% aixi com la incidéncia
d’infeccions per MDRO. No obstant, durant la pandémia per COVID-19 tot i mantenir les
mesures ja implementades i afegir-ne d’altres més estrictes, van observar una tendéncia

no estadisticament significativa a un augment d’infeccions nosocomials.

En aquesta mateixa linia, durant el primer i segon any de la pandémia, la National
Healthcare Safety Network dels Estats Units va descriure un augment de les infeccions
associades a l'atencidé sanitaria, especialment aquelles relacionades amb dispositius
medics com els catéters venosos i urinaris, i els respiradors (120,121). Una possible
explicacié és que, paral-lelament a les practiques destinades a prevenir i controlar la
propagacido del SARS-CoV-2, l'atencié medica i d’infermeria habitual es va veure
compromesa per la sobrecarrega dels sistemes sanitaris, que atenien major volum de

pacients, més greus, i amb menys recursos materials i humans. En aquest sentit, la
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prioritzacio de la COVID-19 podria haver compromes els programes habituals de
prevencié d’infeccions nosocomials, fet que hauria pogut provocar un augment d’aquest
tipus d’infeccions com descriu I'estudi de la National Healthcare Safety Network i altres
estudis (120-123). De fet, en el present estudi es va observar un augment
estadisticament no significatiu d’infeccions del tracte urinari durant la pandémia, en
consonancia amb altres autors (113,119). Aquest augment podria estar relacionat amb
una cura deficitaria dels cateters urinaris a causa de la pressidé sobre els sistemes
sanitaris. També vam observar una disminucié no significativa de la PBE i de les
infeccions de les vies respiratories baixes. Aixo Ultim es podria explicar per les mesures
implementades per reduir la transmissidé per contacte i per aerosols (119). Respecte la
PBE, tenint en compte el seu mecanisme fisiopatologc (translocacié bacteriana

patologica) estaria poc influida per les mesures implementades (77).

La baixa taxa d’infeccions per COVID-19 en el nostre estudi durant la pandémia pot
explicar-se pel fet que tots els pacients diagnosticats amb COVID-19 van ser ingressats a
arees especifiques de COVID-19 i no s’han inclos en aquest estudi. Els tres pacients
diagnosticats amb COVID-19 nosocomial durant la pandémia ho van ser durant

I’hospitalitzacié a la Unitat d’Hepatologia.

En linia amb altres estudis, es va observar una disminucié en les taxes d’infeccid per C.
difficile durant la pandémia (120-122,124), probablement per I'adopcié de les mesures
preventives generals en context de la pandémia, més enlla de I'Gs de solucions

hidroalcoholiques, a les quals les espores de C. difficile sén resistents.

Pel que fa a les infeccions per MDRO, tot i mantenir una incidéncia global baixa (4% en
el grup prepandémia i 6,5% en el grup pandémia), es va observar un augment tant entre
les infeccions comunitaries com entre les nosocomials durant la pandémia, en
concordanca amb el que han reportat altres autors (125). Aquest patrd contrasta amb
altres estudis que van descriure una disminucié de les infeccions per MDRO durant la
pandémia, com Park et al. (menor taxa de MRSA i BLEEs en pacients amb cirrosi
ingressats a les UCI) (113), Bentivegna et al. (menor taxa de MDRO en poblacié general
aRoma) (126)ilLoetal.iCole et al. a Taiwan i als Estats Units, respectivament (reduccio

dels MDRO entre les infeccions nosocomials) (127,128). Les diferéncies observades
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entre centres i paisos podrien estar relacionades amb variacions en les politiques d’us
d’antibiotics, les politiques de prevencid i control d’infeccions i les poblacions
estudiades. De fet, la baixa incidéncia de MDRO en el present estudi en comparacié amb
estudis previs (41,48,129) és una troballa rellevant, tant en el periode prepandémia com
durant la pandémia, que podria explicar-se pel fet que inclogués exclusivament pacients
ingressats a la sala d’hospitalitzacié convencional de la Unitat d’"Hepatologia del nostre
centre, que no disposa de programa de trasplantament hepatic, i a que no es van
incloure els pacients ingressats a la UCI. La majoria dels estudis publicats que descriuen
taxes d’infeccions per MDRO més elevades en pacients amb cirrosi provenen de dades
de centres trasplantadors i/o de series que inclouen pacients ingressats a les UCI
(37,41,48). Aquestes diferéncies podrien explicar la major incidéencia d’infeccions per
MDRO en comparacio amb I'observada en aquest estudi. En aquest sentit, en el nostre
medi Torras et al. han observat recentment una major incidéncia d’infeccions per MDRO
en pacients amb cirrosi ingressats en hospitals que disposen de trasplantament hepatic
que en centres no trasplantadors (114). La major pressid antibiotica i la major

instrumentalitzacio en els centres trasplantadors explicarien aquestes diferencies.

Durant la pandémia, la taxa d’ingrés hospitalari va ser estadisticament inferior, pero els
pacients que van ingressar ho van fer amb una pitjor funcié hepatica basal, suggerint
gue els pacients van demorar la cerca d’atencié medica per por a exposar-se al SARS-
CoV-2 i/o per reduir la pressié sobre el sistema sanitari. A destacar també que es va
detectar un augment significatiu en I'etiologia alcoholica de la cirrosi i en el nombre de
dones hospitalitzades en la pandémia, en consonancia amb I'augment del consum
d’alcohol descrit en la poblacié general durant aquest periode i a una major
susceptibilitat als efectes de I'alcohol en les dones (130). En consonancia amb aquestes
dades, alguns estudis informen d’'una disminucié general en la taxa d’ingressos
hospitalaris per patologies no relacionades amb la COVID-19 durant la pandémia (131) i
altres estudis destaquen que la taxa d’ingrés per esdeveniments hepatics relacionats

amb I’alcohol va augmentar (132,133).

Aquestes observacions posen de manifest la complexitat de I'impacte de la pandémia
sobre la salut de pacients cronics, com els pacients amb cirrosi hepatica, i reforcen la

necessitat de mantenir i individualitzar les estratégies de prevencié i vigilancia,
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especialment pel que fa a les infeccions nosocomials, sobre tot les relacionades amb
procediments invasius com sondes vesicals i vies venoses, i les resisténcies
antimicrobianes. Es fonamental monitoritzar aquestes resisténcies a cada centre per tal
d’adaptar la terapia antibiotica empirica a les resistencies locals i personalitzar-la segons
les caracteristiques especifiques de cada pacient. Aixd permet evitar I'ds innecesari de
determinats antibiotics d’ampli espectre, i per tant contribuir a reduir tant el
desenvolupament de noves resistencies bacterianes com els efectes secundaris i el cost

sanitari (91).

La principal limitacié d’aquest estudi és en primer lloc el seu disseny retrospectiu, que
podria haver introduit biaixos. En segon lloc, només es van analitzar dos periodes de
temps d’un any (I’any anterior a la pandémia i el primer any de pandémia), fet que per
una banda va permetre mostrar millor I'impacte de la pandémia sobre les infeccions
perd alhora va determinar que la mostra fos relativament petita, fet que podria haver
contribuit a la manca de significacié estadistica en algunes diferéncies observades entre
els dos periodes. Finalment, no es van incloure pacients amb cirrosi ingressats per
COVID-19 ja que aleshores ingressaven a les unitats especifiques de COVID-19ino a la
Unitat d’Hepatologia, de manera que no es disposa de dades sobre els seus possibles
episodis d'infeccié. Tampoc es van incloure els pacients ingressats a la UCI, en els que el
perfil de resistencies bacterianes segurament va ser diferent, perd per altra banda aixo
ens ha permés constatar la baixa incidéncia d’infeccions per MDRO en els pacients que

no ingressen a la UCI.
6.2. Estudi 2

Per tal d’ampliar el coneixement en infeccions multiresistents i en linia amb el fet que E.
coli BLEE va ser el principal bacteri multiresistent causant d’infeccions en el primer
estudi, en el segon estudi varem estudiar si la resposta immunitaria que desencadenen
els E. coli BLEE és diferent de la que produeixen els E. coli sensibles a antibiotics. Per fer-
ho, es va avaluar la resposta immunitaria a través d’un panell de citocines inflamatories.
Els resultats evidencien que la produccié in vitro de citocines (IFN-y, IL-1B, IL-10, IL-
12p70, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, IL-6 i IL-8) per cel-lules mononuclears de sang periferica

(PBMC) de donants sans estimulats amb E. coli de pacients amb cirrosi infectats és
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similar entre els E. coli MDR i els E. coli sensibles. Destaca una important variabilitat

interindividual en la resposta immunologica entre els diferents donants sans.

Com ja s’ha comentat, les infeccions per MDRO s’associen a pitjor pronostic, incloent
major mortalitat (134,135), especialment en pacients amb cirrosi hepatica (38,73).
Tradicionalment, aquesta pitjor evolucid clinica s’ha atribuit al retard en l'inici del
tractament antibiotic adequat (48,73,136), factors intrinsecs de I’hoste (137) i als factors
de viruléncia bacteriana (138). No obstant, també s’ha suggerit que un factor que també
podria influir en el pronostic fos una possible diferéncia en la resposta immunitaria
davant de bacteris MDR, tot i que els estudis publicats mostren resultats contradictoris
(92,93). Bristianou et al. van estudiar la produccié preco¢ de citocines per part de
monocits humans de donants sans estimulats per E. coli obtingut de I'orina de dones
amb pielonefritis aguda (92). Van observar una major produccié de TNF, IL-6 i IL-8 per E.
coli MDR que per les soques sensibles. En canvi, Auger et al. van trobar que les soques
d'E. coli BLEE aillades d'orina o sang incubades amb sang completa de donants sans van
induir nivells significativament més baixos de TNF-a i IL-1B que les soques sensibles (93).
Aquesta discrepancia entre els dos estudis es va atribuir a I'is de sang completa a

I’estudi d’Auger et al. enlloc de només monaocits en I’estudi de Bristianou et al.

En I'estudi 2 vam seleccionar una bateria de citocines a causa de la seva rellevancia
clinica en pacients amb cirrosi (50,52,115) i/o el seu paper en la resposta immunitaria
innata, que era el nostre objectiu d’estudi. Aquesta bateria incloia IFN-y, IL-1B, IL-10, IL-
12p70, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, IL-6 i IL-8. El principal resultat de I'estudi 2 és que no
vam trobar diferéncies estadisticament significatives en la produccié de cap d'elles entre
les soques MDR d'E. coli i les sensibles. Tampoc en la produccié d'IL-6 i IL-8, citocines
proinflamatories amb rellevancia pronostica en la cirrosi (52,115). Aquests resultats
suggereixen que una diferent resposta immunitaria no seria el principal factor
responsable del pitjor pronostic associat a les infeccions per MDRO, sind que és més
probable que aquesta pitjor evolucid es degui a factors com ara endarreriments en el
tractament antibiotic adequat (48,73) o un pitjor estat basal del pacient. Per altra banda,
les nostres dades no recolzarien I'Us d’una modulacié immunitaria especifica per E. coli
MDR com a potencial estrategia terapeutica per a la sépsia causada per aquests bacteris

(139). Tanmateix, cal recordar que les nostres sén dades in vitro i limitades a E. coli i per
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tant no permeten descartar la possibilitat de la utilitat de la modulacié immunitaria

terapeéutica in vivo o en infeccions per altres bacteris MDRO diferents d’E. coli.

A diferéncia d’estudis previs que van utilitzar el bacteri complet (92,93), en el present
estudi vam analitzar per separat dos components especifics d’E. coli (les proteines de
superficie i I’ADN bacteria). Aquesta decisid es fonamenta en que si bé els principals
mecanismes de resistencia als antibiotics es localitzen en I'embolcall bacteria i poden
activar les vies TLR 2 i TLR 4 (140), 'ADN bacteria també pot induir una resposta
immunitaria a través de la via TLR9 (97,99,141,142). En I’embolcall bacteria trobem com
a mecanismes de resisténcia antimicrobiana els enzims inactivadors com les
carbapenemases i les BLEE (els E. coli MDR utilitzats a I’estudi 2 eren tots productors de
BLEE), les modificacions de porines de la membrana externa, I'increment de I'activitat
de les bombes d’eflux i alteracions dels llocs diana dels antibiotics, com la regio lipid A
del LPS (140). L'ADN bacteria, en particular el que conté seqliéncies CpG, pot induir
també una resposta immunitaria (100,101). Malgrat aquest enfocament de separar els
dos components, no es van observar diferéncies en la resposta immunitaria segons la
resisténcia bacteriana davant cap dels dos components bacterians. Tanmateix, cal
considerar que els bacteris sencers poden activar simultaniament multiples PRR,
generant una resposta sinérgica més potent (143). Aixi doncs, futurs estudis que
comparin bacteris complets amb els seus components aillats podrien aportar nova
informacié sobre la complexa interacciéd entre els mecanismes de resisténcia i la

immunoactivacio.

Els pacients amb cirrosi presenten una gran heterogeneitat pel que fa a les alteracions
immunologiques, historial d'infeccions, gravetat de la insuficiencia hepatica,
comorbiditats i tractaments farmacologics. En aquest estudi, per tal d’evitar la
variabilitat clinica propia de la cirrosi i els possibles factors de confusio, es van utilitzar
PBMC de donants sans, una poblacio teoricament més homogénia. Tot i aixi, es va
observar una elevada variabilitat interindividual en la produccié de citocines, que estaria
relacionada amb el paper dels polimorfismes genétics i els factors ambientals en Ia
modulacié de les vies inflamatories (144). De fet, Patin et al. demostraren que la
immunitat innata estava fortament influenciada per diversos loci genetics mentre que

factors ambientals com el tabaquisme, I'edat, el sexe i la infeccid latent per
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citomegalovirus influencien principalment en la immunitat adaptativa (144). Aquesta
variabilitat interindividual caldria tenir-la en compte a I’hora de dissenyar i interpretar
estudis sobre la resposta immunitaria en qualsevol poblacié. D’altra banda, els resultats
obtinguts en el present estudi en PBMC de donants sans potser no es podrien extrapolar
a PBMC de pacients amb cirrosi. De fet, s'ha descrit una resposta exagerada in vitro als
productes bacterians en pacients amb cirrosi comparats amb controls sans,

particularment en la produccién d'interferons, IL-6, IL-8, IL-1B, TNF-a, IP-10i IL-10 (102).

Les citocines amb la produccié més elevada van ser IL-1B davant d’extractes de proteines
de superficie i IL-10 i MCP-1 davant d’extractes d’ADN. Mentre que IL-1f3 és una citocina
proinflamatoria que inicia i amplifica la resposta inflamatoria (145) i MCP-1 una
quimiocina que promou el reclutament de monocits i altres leucocits (146), IL-10 és una
citocina reguladora amb funcié antiinflamatoria que protegeix I’'hoste una resposta
immunitaria descontrolada i perjudicial (145) si bé en certes condicions també pot

actuar com a immunoestimuladora (147).

Finalment, el lloc d’aillament d’E. coli (liquid ascitic vs sang) no es va relacionar
significativament amb la resposta immunitaria in vitro. Aquesta observacié és coherent
amb la fisiopatologia comuna de la PBE i la bacteriemia espontania en la cirrosi,
caracteritzada per la translocacié bacteriana patologica per part de bacteris intestinals

(148).

Aquest estudi presenta limitacions. En primer lloc, el nombre de soques bacterianes
estudiades és limitat, pero la intencid va ser reproduir un complex escenari clinic ex vivo
amb soques aillades de pacients amb cirrosi infectats i permetre I'analisi d’una bateria
completa de citocines. Segon, enlloc d’utilitzar la sang d’un Unic donant per a tots els
experiments es van utilizar PBMC de multiples donants. Aix0 va introduir major
variabilitat pero alhora va permetre augmentar la generalitzacio dels nostres resultats.
L’analisi de regressio lineal multivariable va permetre controlar aquest possible biaix i
posar de manifest la important variabilitat individual en la resposta immunitaria. Tercer,
les PBMC es van obtenir de donants sans enlloc de pacients amb cirrosi, proporcionant
un enfocament preliminar i establint una base per a futurs estudis amb PBMC de
pacients amb cirrosi, que poden presentar respostes diferents donada la disfuncié

immunitaria que els caracteritza (102). Quart, les PBMC es van incubar durant 48 hores
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per avaluar la resposta immunitaria innata pero no es van dur a terme estudis cinetics
per veure I'evolucié temporal des de les primeres hores. Per Ultim, es van utilizar dues
técniques diferents de quantificacié de citocines donada la saturacié d’algunes d’elles al
multiplex; si bé aquest fet va introduir variabilitat, va permetre avaluar un major nombre

de citocines.
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7. CONCLUSIONS

Tenint en compte els objectius ja descrits, les conclusions dels estudis d’aquesta tesi

doctoral son les seglients:

- Laincidencia d’infeccions en pacients amb cirrosi hospitalitzats i la seva taxa de
complicacions fou similar entre el periode prepandémia i la pandémia COVID-19, amb
una tendéncia a la disminucié de les infeccions nosocomials durant la pandémia,
probablement per les mesures d’higiene i control de la transmissié adoptades per la
COVID-19.

- La incidéncia d’infeccions per MDRO fou en general baixa al nostre estudi,
probablement per no incloure pacients ingressats a la UCl i per no ser el nostre un
centre amb trasplantament hepatic, pero va tendir a augmentar durant la pandéemia,
destacant la necessitat de mantenir els protocols de vigilancia i prevencid d’infeccions
i un Us racional dels antibiotics fins i tot en situacions de crisi sanitaria. Cal adaptar els
tractaments antibiotics als perfils de resistencies de cada centre i personalitzar-los
segons les caracteristiques especifiques de cada pacient.

- Durant la pandémia es va observar un augment no significatiu de les infeccions
urinaries, possiblement per una atencié suboptima dels catéters urinaris a causa de la
pressio sobre el sistema sanitari, mentre que es van reduir no significativament les PBE
i també les infeccions respiratories i la infeccid per C. difficile, aquestes probablement
per les mesures de control durant la pandémia.

- La produccié de citocines in vitro per part de PBMC de donants sans no difereix
entre soques d’E. coli MDR i sensibles a antibiotics aillades de pacients amb cirrosi,
suggerint que la pitjor evolucié clinica associada a les infeccions per MDRO podria
atribuir-se més a factors com el retard en el tractament antibiodtic adequat o I'estat
basal del pacient, que a una resposta immunitaria diferent. Tampoc s’observen
diferéncies entre soques d'E. coli aillades de sang o ascites.

- S’observa una gran variabilitat interindividual en la resposta immunitaria entre
els donants sans, evidenciant la influéncia dels factors genetics i ambientals en la
modulacié de la resposta inflamatoria. Aquesta variabilitat és un aspecte clau a
considerar en el disseny i la interpretacié de futurs estudis que avaluin la resposta

immunitaria, no només en pacients amb cirrosi sind també en altres poblacions.
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8. FUTURES LiNIES D’INVESTIGACIO

A partir d’aquesta tesi doctoral, es plantegen diverses futures linies d’investigacio
orientades a aprofundir en el coneixement sobre les infeccions per bacteris MDRO,

especialment en pacients amb cirrosi.

Per una banda, donats els canvis constants en les multiresisténcies al llarg del temps es
proposa un nou estudi observacional prospectiu i multicéntric que permeti comparar
infeccions nosocomials i infeccions adquirides a la comunitat en pacients amb cirrosi,
avaluar la prevalenga d’infeccions per bacteris MDRO, i analitzar factors predictors
d’infeccié i mortalitat, fora del context pandémic per tal de coneixer millor la situacié
actual. També seria interessant comparar unitats de cures intensives i no intensives, per
tal d’individualitzar i adequar les mesures de prevencié i el tractament empiric

recomanat a I’entorn de cada pacient.

A més, caldria estudiar el canvi en el perfil demografic, clinic i social dels pacients amb
cirrosi, arran de I'increment d’ingressos per causa alcoholica i el major nombre de dones

detectats en el present estudi.

D’altra banda, s’obre una linia per comparar la resposta immunitaria de PBMC de
persones sanes amb les de pacients amb cirrosi, incloent-hi I'analisi cinetica de la
produccié de citocines ja que es podrien observar diferéncies en fases més precoces de

la resposta immunitaria.

Seria interessant aprofundir en I’estudi de la variabilitat interindividual observada en la
produccié de citocines, explorant factors genetics, ambientals i la composicié i funcions
de la microbiota. Es planteja també comparar la resposta als diferents components
bacterians amb la resposta a bacteris sencers, i fer la seqlienciacid genomica de les
soques d’E. coli i identificar factors de viruléncia associats a la resposta immunitaria o a
la gravetat clinica. Altres linies serien estendre I'estudi a altres patogens multiresistents
incloent bacteris grampositius, que es troben en augment en els darrers anys entre els

pacients amb cirrosi.

119



Futures linies d’investigacio

Aquestes linies futures contribuirien a consolidar i ampliar els resultats de la tesi,
afavorint una millor comprensié i gestié de les infeccions per bacteris MDRO en pacients

amb cirrosi.
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DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Doiia Milagros Alonso Martinez, Secretaria del Comité Ftico de Investigacion con Medicamentos de
la Fundacié de Gestié Sanitdria del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor, para que se realice el estudio:

TITULD: studio de Ia resp i de las cHulas del Tiquido ascitico frente a bacterias multirresistentes en
Mnm con clrrosis. .
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Y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del
cstudio y estén justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta

los beneficios esperados.

- La capacidad de los investigadores y las instalaciones y los medios disponibles son apropiados

para llevar a cabo el estudio,

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como el plan de

reclutamiento de los sujetos.

- [El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfierc con el respeto a los

postulados éticos.

Por tanto este CEIm acepta que dicho estudio sea realizado en el Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau (Barcclona) por ¢l investigador principal G. SORIANO PASTOR.

Lo que firmo en Barcelona, a 30 de encro de 2019.
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Sant Antoni Ma Claret, 167 - 08025 Barcelona
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DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Dofia Milagros Alonso Martinez, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacién con
Medicamentos de la Fundacié de Gesti6 Sanitiria del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de

Barcelona,

CERTIFICA

Que cste Comité ha evaluado la modificacién propuesta por el promotor, al estudio abajo

referenciado:

l_TITUID‘ Estudio de 1a respuesta inmune frente a bacterias multirresistentes en pacientes con cirrosis.

PROMOTOR: INSTITUT DE RECERCA HSCSP

CODIGO N° EudraCT Ref. HSCSP

IIBSP-RES-2018-91 NO PROCEDE 18/314{OTROS) —
Consistente en:

Modificacion relevante N° 1

Protecolo version: 2, fecha: 05/05/2020,

HIP/CT versién: 2, fecha: 05/05/2020,

Yemite: INFORME FAVORABLE

/ COMITE

!

SANT PAU

DETICA D'INVESTIGACIO

/ AMB MEDICAMENTS (CElm)
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10.2. Annex Il: Comunicacions en congressos relacionades amb la tesi

10.2.1. Comunicacio 1:

Berta Cuyas; Anna Huerta; Maria Poca; Edilmar Alvarado; Anna Brujats ; Eva Romdn;
Carlos Guarner Aguilar; Angels Escorsell; Germdn Soriano. Impact of the COVID-19
pandemic on the incidence and type of infections in hospitalized patients with cirrhosis.
The International Liver Congress 2022. Londres. 22 al 26 de juny de 2022. Comunicacio
poster. J Hepatol 2022 vol. 77(S1), S900

POSTER PRESENTATIONS

comorbid illnesses, cirhosis etio logy, and cirrhosis complications( all
defined by ICD-10-CM codes).

Results: The cohort incuded 71, 552 veterans with cirthosis, who
were mostly men (96.2%) with a with median age of 65.7 years (IQR
61-70). Ten percent (n =7, 295) of the overall cohort had a diagnosis
code of dementia overall which increased to 12.4% among patients
=65 years. Dementia was significantly associated with age (adjusted
odds ratio and 95% confidence interval, AOR per W-years: 1.64 [1.58-
1.71]). white race ( LOS[LO1, 1.16]), urban residence (119[111, 1.27]),
akoholrelated cirrhosis (1.30] L18-144]), hepatitis B (139|118
1.62] ). aleohol use disorder(1.42[129-1.6]).cerebral vascular disease,
peripheral vascular disease, diabetes, chronic kidney disease, and
chronic heart failure, and negatively assodiated with MELD-Ma (095
|0.92-095]/5 points) in multivariate logistic regression (Figures 1A
and 1B). Dementia was significantly positively assodated with HE
(2B7|268-308]). but negatively assocdated with other cirrhosis
complications in these models.
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WELD N e St o] | | [ — .
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wminmens Bor decier Lol = R YA
Comnplicatrn of corfan: v bdmd st -
Adeta Chrvmie et Iuiberr -
T ——— - vt st ds -
[t S Taroe: vy ] .
[y [ Db e "

[run— ki D i

Condusion: Diagnostic codes for dementia were found in 10X of
Veterans with cirrhos is and most strongly associated with HE, but not
other complications of dmrhosis. Furthermore, aloohol use disorder
along with cardiovascular risk factorsweme associated with dementia,
but not NASH itself. Further research is needed to determine
strategies to differentiate between HE and dementia and manage
this population with specific needs to prevent burden on families,
patients and VHA system.

SAT519

Bacterial infections as a predisposing factor for the dewelopment
of portalveinthrombosis in drrhotic patients: a prospective study
Leonardo De Mamo *, Filippo Cattazzo’, Michele Bevilacqua',

Anna Mantovani", Andrea Dalbeni’, David Sacerdoti'. 'Azienda
Ospedaliern Universitoria Integrata Verong Medicing interna L iver
Unit, Verona, Italy

Email: leonardo demarcof3@ gmail.com

Background and aims: Non-malignant portal vein thrombosis (VT )
isoneof thecomplications of liver cirrhosis. The predisposing factors
for PVT in cirrhotic patients are not entirely clear. The aim of this
study was to identify possible dinical risk factors related to the
development of PVTin patients with liver cirrhosis.

Method: We prospectivelycollected dataof2 29 consecutive drhotic
patients followed in our Liver Unit in Verona, enmlled from 2017 to
2020 with an median follow-upof 3.3 years. VT was determined by
ultrasound, computer tomography andlor magnetic resonance
imaging. Malignant PVT was considered an exchision criteria.
Results: Of the 229 patients with liver cirthosis 26 (11%) developed
non-malignant PVT. 17 (65%) were male, with a mean age of 673
123 y. In patients with non-neoplastic PVT compared to the
remaining population, we ohserved that the prevalence of bacterial
infections (sepsis, pneumonia, urinary tract infections, cholangitis,
gastmenteritis, bacteriaemia, spontaneous bacterial peritonitis) that
required hospitalization was significantly higher (50% vs 27.3%; p=
0L017). In the multivariate logistic regression analysis, when adjusted
for age, sex, type 2 diabetes mellitus and chronic kidney disease, FVT
was significantly and independently associated with bacterial

infections (OR 2.72 [95% O 1, 12 to 6.57; p=0.026]) and hepatocel-
lular carcinoma (HCC) (OR 2.87 [95% O 111 to 7.41; p=0029).
Condusion: Our study showed that bacterial infections requiring
hospitalization in patients with liver drhosis could be a predisposing
factor for the development of PVT. Further studies will be needed to
confirm this evidence.

SAT5Z0

Impact of the COVID-1 pandemic on the inddence and type of
infections in hospitalized patients with cirrthosis

Berta Cuyas’, AnnaHuerta', Maria Poca*?, Edilmar Alvarado-Tapias'=,
Anna Brujats', Eva Roman**, Carlos Guarner*?, Angels Escorsell 2,
German Soriano™?. 'Hespital de lo Santa Creu § Sant Py, UAB,
Gastroenterslogy, Barcelona, Spain; *Centro de hvestigncion Biomédica
en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBEREHD), Spain;
*School of Nursing EU-Sant Pou, Spain

Email: gsoriano@santpau.cat

Background and aims: Infections are amajor cause of morbidity and
mortality in patients with cirhosis, espedally those caused by
multiresistant bacteria Restrictive measures implemented due to the
COWID-19 pandemic hawe changed hospital protocols: social distan-
cing, hand washing, personal protective equipments. This situation
may have changed the incidence and types of infections in patients
with cirrhosis during the pandemic We aimed to compare the
infections in patients with cirrhosis hospitalized before the COVID-19
pandemic versus those hospitalized during the pandemic.
Method: We retrospectively analysed the infections in patients with
cirrhosis hospitalized in the Gastroenterology department at a high
complexity hospital, during the pre-pandemic period (3 /2019-2/
2020) and during the pandemic( 3/2020-2/2021). Baseline character-
istics, type of infections, type of bacteria, multiresistance and
mortality were evaluated.

Results: A total of 421 episodes of hospitalization were analysed: 252
pre-pandemic and 169 during the pandemic (mean number of
hospitalizations/month 21.0+ 52 vs 141 +3 8 p=0.001 ). Patents
baseline MELD was lower in the pre-pandemic group (9+37 vs 12+
5 p=0001). A total of 223 infections were detected in 42% of
hospitalizations (409% vs 43 8%, p=055), and the percentage of
noseoomial infections was 43.4% vs 426X (p = (LE9). Spontaneous
bacterial peritonitis and mespiratory infections were less frequent
during the pandemic (24.8% of total infections in the pre-pandemic
period vs 13.8Z during the pandemic, and 2 2.5% vs 17X, mspectively)
andurinary tractinfecionswere more frequent (22 5% vs 33X ) (pNS ).
Culture positivity mte was similar (55%vs 60U6%, p=0.40), and gram-
negative hacteria were the most frequent bacteria isolated in both
gmups. We found a non-significant trend to a lower rate of
multiresistant bacteria in the pandemic group (25 4% vs 193% p=
0.41). ALF incidence was 184X vs 12.9% (p=027), and 30-day
maortality was 14% vs 11.7% (| p=0.62).

Condusion: There were less hospitalizations of patients with
cirrhosis in the Gastroentemlogy department during the COVID- 9
pandemic but they had worse haseline liver function. The incidence
of infections and the mte of nosocomial infections were similar
despite the restrictive measures. A non-significant trend to a lower
mte of multiresistant bacteria and spontanecus bacterial peritonitis,
and higher percentage of urinaryinfections were ohserved during the
pandemic.

000 Journal af Hepatalogy 2022 vl 77(51) | S665-S939
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10.2.2. Comunicacio 2:

Berta Cuyas, Elisabet Cantd, Elisabet Sanchez, Elisenda Mird, Edilmar AlvaradoTapias,

Eva Roman, Maria Poca, Ferran Navarro, Angels Escorsell, Silvia Vidal, German Soriano.

The in vitro immune response of mononuclear cells to Escherichia coli is not dependent

on antibiotic multidrug resistance. The International Liver Congress 2025. Amsterdam.

07 al 10 de maig de 2025. Comunicacio poster. J Hepatol 2025 vol. 82 (S1), S161-5162

Failure (EF CLIF). a private. non-profit research organization sup-
ported by unrestricted grants from Grifols and Cenfit

THU-138
Albumin infusion improves albumin binding capacity in patients
wi.l: drrhnsls and MHE on gut-specific therapy

estre”, Raquel Horrillo', Andrew Fagan®, Ruben Sabido',
Joi ﬁ WEI‘ Ricardo Ganzala', Maria lsabel Bravo’, Montserrat Costal,
Jasmohan Bajai®. 'Scientific Innovation Office, Grifols, Barcelona, Spain;
“Virginia Commonweaith University and Richmond WAMC, Richmand,
United States
Email: anna mestred@grifols.com

Background and aims: Minimal hepatic encephalopathy (MHE), or
«cognitive impairment that affects patient's quality of life (Qol). can
persist despite adequate HE gut-directed therapy such as lactulose/
rifaximin. Albumin has been investigated in HE for its potential
therapeutic benefits related to nen-oncetic functions, particularly on
|l§ (apa(lly to bind, transport and modulate biologically active
s such as fatty acds. proinflammatory mediators and
mactive oxygen species. In the HEAL study (NCTD3585257),
albumin infusions in patients with cirrhosis and MHE were
assnciated with improved cognitive function and psyrhasocial QoL
The aim of the present study was to characterize the albumin binding
capacity of patients from the HEAL study and its correlation with
«cognitive parameters
Method from 47 patients incl HEAL study
‘were analyred. This was a double-blind, placebo-controlled rando-
mized clinical trial in outpaients with cirrhosis and MHE on HE
therapy, who received either weekly intravenous infusions of
albumin 15 g/kg o saline over 5 weeks. The impairment in the
drug albumin binding capacity to Sudlow Binding Site 1l (ABIC) was
determined using a specific fucrescent marker. Results were
compared with age-matched healthy conrrols (HC) (n-13)
Cognitive response was evaluated with ymetric hepatic
encephalopathy score (PHES). Wilcoxon test was used to assess the
differences in ABIC of patients versus HC at baseline. Lasting effects
were analyzed with a mined model for repeated measures.
Kelationship between cognitive impairment and ABIC was assessed
ihrough Spearman correlations. All analyses were performed with &
(w430}
Results: At baseline. albumin from patients with cirrhosis and MHE
tended to present lower binding capacity compared to HC (80.1%
[72.4-92 6] vs 93 2% [82 2-96 3]: median [IQR]: p= 0.086), which led
10a statistically significant decrease in effective albumin for transport
(302 mg/mL [25.9-328] vs 351 mgiml [331-365]: p<0.001L
Albumin infusions increased progressively the content of albumin
binding capacity, reaching 36.1 mg/mi at the end of the study (p=
0022, compared o placebo). Moreover, the increased functionally
active albumin for transpart comelated with a higher PHES at the end
of treatment [binding capacity: p=0.04, r=0.33; total binding: p=
006, r=0.29)
Conclusion: Albumin binding capacity was impaired in patients with
cirrhosis and MHE en lactulose and nfaximin, which was restored to
normal levels in parallel with improvement in cognitive function
after albumin administration. Our data suggested that albumin
treatment could exert its beneficial effects through the restoration
of albumin transport functionality, over and above traditional HE
therapies.

THU-139
Ciycated allumin is ncreased in patients with clrshosis and
links

with cognitive and quality of life impairment

Anna Mestre®, Raquel Horillo', Andrew Fagan®, Ruben Sabide',
Jordi Vadal. Ricardo Gonzalo', Maria lsabel Brave®, Montserrat Costa’,
Jasmohan Bajaj”.  Scientific innovation Office. Grifols. Barcelona. Spain;
“Virginia Commonweaith University and Richmond WMC, Richmand,

POSTER PRESENTATIONS

United States
Email: anna mestredgrifols.com

ind alms: Cognitive i
despite adequate treatment of HE with

in cirrhosis can persist
irected cha:

POSTER PRESENTATIONS

timalte in i peripberal bood monanuclear cells rom healey

n=8) After 48 hours of culture, we quantified several
IIEdIaWIS of immune response (IFN-gamma, IL- Il:!la. it-10. 1L~
12p70, MCP-1, L8, L6 MIP-lalpha, and MIRlbota) in the

lactulose and rifacimin. This impairment, or minimal hepatic
encephalopathy (MHE). negatively impacts outcomes. Albumin has
shown benefit in HE patients with improved cognitive function and
psychosocial quality of life {QoL) (HEAL study, NCTU3585257). The
aim of the present study was to describe albumin post-translational
modifications (FThs) of patients with cirthosis and MHE compared
to healthy controls (HE) and its correlation with clinical parameters,
since structural modifications of albumin could alter albumin's non-
oncotic functions.

Method: Serum samples from 24 cirrhosis patients in the HEAL study
without diabetes and 10 age-matched HC were evaluated. Albumin
PTMs were assessed on the intact mass protein {top-down) by using
ultra HPLC coupled to electrospray ionization mass spectrometer
{LC_ESI_qTOF-NS) and expressed as percentage of relative intensity.
Principal Companent Analysis (PCA), limma Bioconductor package
and Wilcoxon test were used to assess the differences in FTMs of
patients versus HC. Relationship between cognitive impairment, QoL
and PTMs was assessed through Spearman correlations. All analyses
were performed with & (. 3.0}

Results: PCA showred good separation between samples from HE and
non-diabetic patients with cirrhosis and MHE. Fourteen out of 25
PTMs presented staristically significant differences between both
groups. In comparison to HC, albumin from patients showed less
native albumin (50.1% [446-559] vs 561% [54.5-573]: median
[1QR]: p=0.05) and less truncated forms (5 PTMs) (6.3% |5.4-7.0] vs
7.0% |6.5-8.7]; p=0.025), s well as more overall glycated forms (13
PTMSs) (148% [12.4-161] vs 10.5% [9.5-109]; p<0.001) being the
forms HSA+Gly and HSACys+Glye the most relevant. Decreased
native albumin correlated with worse cognitive testing ( psychomet-
ric hepatic encephalopathy score) ( p =0.05, 1= 0.41),and the increase
of HSASGIye, HSA*2Glyc and HSA+3Glyc forms correlated with poar
QoL (p<001, r=058: p=001 r=056 p=002, r=046
respectively).

‘Conclusion: Albumin from patients with cirrhosis and MHE even
without diabetes shaws higher glycation versus HC. These structural
alterations contributed to decrease native albumin levels that could
impair non-ancatic albumin functions in these patients.

THU-140

«coll is not dependent on antiblotic multidrug resistance

Berta Cuys™”, Elisabet Canté”, Elisahet Sanchez'”, Hisenda Mird.
Edilmar Alvarado-Tapias™, Eva wmmn“ Maria Poca'”,

Ferran Navarro®, Angels Escorsell ™, Sitvia Vidal®, German Soriano™®
“Department of Gastroenterolagy, Haspital de fa Santa Crew | Sant Py
Universitar Autdnoma de Barcelona. samronz Spain; *CIGERzhd,
Instituto de Sahud Carlas ML, Madrid. Spain: *Department of
Inflammatory Diseases, Institut de Recerca Sant Pau {IR Sant Paw),
Barcelona, Spain; “Department of Microblalagy, Hospital de ln Santa
Creu i Sant P, Barcelono, Spain

Email: beuyassantpaw.cat

Background and alms: Multidrug-resistant organisms (MDRO) pose
a serious global health mneu Inﬁemns caused by MORO are
increasing and are associal poar outcomes, especially in
patients with cirrhsis, mhuugmhg umhriymg mechanisms are not
fully understood and may involve variations in the elicited immune
response. The aim was to evaluate whether the immune response to
multidrug-resistant Escherichia coli isolates from cirhotic patients
differs from the response to antibiotic-susceptible E. colf strains.
Method: Surface and nuclear protein extracts were obtained fom
multidrug-resistant E_cali (0 = &) and antibiotic-susceptible £ cali [n
- 6] strains isolated from bacteremia and spontanecus bacterial
peritanitis in parients with cirrhosis. These extracts were used to

Journal of Hepatology 2028 vol 82(51) | S70-5858 st

using Luminex or ELISA. The results were normalized
using a rafio to mediator production by a reference E cali strain
(ATCC™ 25022) and an: with the Mann-Whitney test and
multivariable linear regression models.

Results: The mediacors with the highest production were | lheta in

wese applied for featuse sampling, and the Birch method was use for

unsu| dlusteri

Results: Twenty-two subjects were males (mean e 84U years)

unilable clinical data identified 22 of 34 (64.7%) cirrhatic p:

without overt HE (oHE). with a possible cHE. and 12 (35.3%) wllhan

owert HE (0HE). Diseased subjects exhibited frequency peaks

berween 3 and & Hz, with significantly higher energy content than

the control group. Five features were found to be relevant in the
selection process: Lefi-hand Mean Frequency (LHMF) Gyroscope X,

bounda

surface extracts (satio of 2152 267 for

256 for sensitive straing, p=0.54) and [L-10 and MCP-1 in nI.IEL!ll
extracts (ratios of 1.24£2.38 vs. 2462407, p=0.19, and 171 £ 184
vs. 120:156, p-033, respectively). No statistically significant
differences were observed in the production of any mediators
between multidrug-resistant and susceptible strains. However.
differences in mediators production were noted among the various
healthy donors, except for |EN-gamma and IL-6 in surface extract and
MCP-1 in nuclear extract, in which production was similar across
donors.

Conelusion: Multidrug-resistant £ call strains produced an in vitra
immune mediator profile similar to that of antibiotic-susceptible
strains. However, differences in mediator production were signifi-
cantly assaciated with donor variability. The poor prognasis linked to
infections caused by multidrug-resistant E coli does not appear to be
related to a different immune response compared to susceptible
strains.

THU-142-¥1
Early detection of bepatic encephalopathy using wearable
sensors: preliminary data
Clelia Asero’, MariaStella Franzé®, L.lnlganﬁ\udu Dario Milone®,
Cristiana De Marghis”, Roberto Filomia', Caia Caccamo”,
Concetta Pitrone®, Carlo Saitta', Irene Cacciola® ‘Depnrmmnaj
clinical and experimental medicine, University Haspital of Messing,
Messina {ltaly), Internal medicine and hepatalogy Unit. University
Haspital of Messing, Messing (Italy), Messing, italy; *Deportment of
clinical and experimental medicine, University Haspital of Messing,
Messina fltaly). Messina. taly: *Departiment of medicine and sus
University of Enna “Kore,” Enna (Italy), Department of Biochemical and
dental sciences and morphofunctional imaging University of Messina,
Messina (italy). Messina. ftaly: “Loboratory of Bioengineering GioME.
Department of Engineering, University of Messing, Messina (Iraly),
Messing, taly; *Internal medicine and hepatology Unit, University
Haspital of Messing, Messina (Jtaly), Messina, fialy: “Depoviment of
linical and experimental medicine, University Haspital of Messing,
Messina (Italy), Internal medicine and hepatology Unit, University
Haspital of Messina, Messina (fraly), Messina, lraly
Email: clelia.asero@gmail.com

d and alms: Hepatic encephalopathy (HE) is a common
complication of liver cirrhosis, with clinical manifestations ranging
from mild neuropsychiatric symptoms to coma. Covert HE [cHE)
diagnosis is difficult because specific symptoms and validated tests
are lacking. This study evaluates ifs presence by using wearable

sensors.
Method: Thirty-four cirthotic patients and five control cases
(without liver disease] were enmlled ar the Medicine and
Hepatology Unit of the University Hospital of Messina benween
August 2024 and October 2024 Study cobort was evaluated by
positioning 6 sensors on the dorsum of bath hands and the fexors/
extensor muscles of forearms: 2 configured as Inertial Measurement
Units (IMUs) (continuously measuring linear acceleration and
angular velocity on 3 axes) and 4 configured as IMUs with additional
electramyography channels. Data were recorded during arm exten-
sion with palms Faring upjdown {repeated twice) and arm extension
with palms extended for at least 10 seconds. The frequency domain
analyzed all the documented signals, extracting features from each
signal power spectrum. ANODVA, Kruskal-Wallis, and Eta Squared tests

LHME Gyroscope ¥, LH Difference between Power inside

and outside Accelerometer ¥, LH Amplitude spectrum owtside ratio
Gyroscope 2, and Right-Hand MF (RHMF) Gyroscope Y. A comparison
of features showed significant differences between the 3 groups
{contrals vs. non-HE vs. oHE): LHMF Gyroscope X (5.520.5vs. 59+
13vs. 722 16 Hz.p = 0.04). LHMF Gymoscope Y (110 £ 25 vs. 792 25
vs. 99£23Hz, p-004) LH Difference between Power inside
boundaries and outside (-11£13 vs -45£11.2 v -0.2£19m/s%,
p=001), LH Amplicude spectrum outside ratio (3566 2726 vs.
2667+ 1408 vs. 3742 £ 143.2,p =0.01). and RHMF (1112 14 vs. 7.7 ¢
27 vs. 7.9+ 2.9 Hz, p= 0.04). The unsupervised clustering identified 3
gmups of patients: 4 in cluster 1,15 in cluster 2. and 11 in cluster 3
Nine patients did not cluster with others. The unsupervised analysis
clustered 68.2% of cases as potential cHE. 13.6% as healthy, and 18.2%
a5 oHE_Clustering identified original diagnosis in 77% of patients, but
4 cases clinically evaluated as non-HE showed typical features for
oHE.
Conclusion: Wearable IMUs present 2 promising, noninvasive,
objective method for early diagnosis of cHE and oHE. However,
increasing the sample size would be crucial for broader use.

THU-143-¥1
TLR7-medlated
Dimitrios Patseas’, Eoin Mitchell’, 2uobin Liu’, Sarah M. G. Morel,
Lauren Roberts", Cathrin Gudd', Lucia A Possamai’,
Prakash Ramachandran®, Marks_ Thursz', Mark | WL McPhail®,
Evangelos "Sectian of Hepar

bolism, Digestion and Imperial
Callege London, London, United Kingdom: Cenire for nflammarion
Research, Instirure for Regeneration and Repair, University of Edinburgh,
Edinburgh, United Kingdam; *Department of inflammation Blolagy,
King's College London, London, United Kingdom
Email: d parsseas@imperialac.uk

Background and alms: Cirrhosis, a global healthcare burden, is
characterized by liver fibrosis, immune dysregulation, and impaised
pathagen clearance that contribute to an increased infection risk and
mertality. Here, we assessed the administration of a Toll Like Receptor
{TLR} 7 agoniss (RE48) in tain- and diet-induced mouse madels of
liver fibrosis with or without infectious challenge, as a novel
strategy to restore Tesponses.

Method: Fibrosis was induced in C57BL/6] male and female mice by
a) Choline-Deficient, L-Amino-Acid defined High-Fat-Diet (CDA-
HED) for B weeks compared to normal diet (ND), o¢ b) intraperitoneal
{ip.) injections of CC1, (0.4 pl/g) twice-weekly for 6 weels compared
to control (oil . During the last week of trearments, mice received
three i.p. injections of saline (PBS) or TLRT agonist (R&48: 1 mg/ke).
Liver immune cells were assessed by flow cytometry; tissue fibrosis
and heparic damage were quantified in Picro Sirius Red (PSR) sained
liver sections and serum. respectively. In separate experiments (6-
week control vs CCl,). Escherichia coli (E. coli) was intravenausly
administered. After 24 hours, mice were culled; liver and spleen were
harvested, and tissue lysates were plated on agar o quantify hacterial
load.

Results: Compared to PES, RE4B-treated CDA-HFD and CCly-fibrotic
mice displayed increased numbers of conventional dendritic cells
{eDCT, cDC2). NK. CDE" and CDA"CD25 FoxPY' T,,, cells Mareover,
menocyte, neutrophil, Kupffer cell and liver-recruited monocyte
derived marrophage numbers did not differ between gmups

s162 Journal af Hepatology 2025 vol $2(51) | §70-5858
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10.3. Annex Ill: Beca obtinguda per a la realitzacié d’aguesta tesi doctoral

“Ajut per a Iniciacié a la Recerca” de la Societat Catalana de Digestologia. S’adjunta el

certificat a continuacio:

o~
Societat
Catalana de

Digestologia

Dra. Berta Cuyas

Benvolguda companya,

En qualitat de President de la Societat Catalana de Digestologia (SCD), tinc el plaer de
comunicar-te que el comité cientific avaluador de les beques 2018 i la junta directiva de la
nostra Sodetat han decidit adjudicar-te I'Ajut per Iniciacio a la Recerca que sol licitaves, dotat
amb 6.000 € bruts.

Per al teu coneixement tinformo gque, per tal de poder efectuar el pagament d'aquest ajut,
pots triar entre les seglients opcions:

-Cobrament individual: cal gue ens enviis les teves dades personals: nom i cognoms, adreca
postal completa, NIF, i IBAN d'un compte corrent del gque en siguis titular.

-Cobrament a través d'una fundacid: cal un certificat de la fundacid on consti que tu
col-labores amb aguesta fundacio (al certificat ha de constar el titol del projecte guanyador de
I'ajut), aixi com les dades fiscals i I'IBAN d'un compte corrent de la fundacio, i una carta teva on
manifestis expressament gue vols cobrar I'ajut a través d'aguesta fundacio.

-Cobrament a través d'una fundacio privada: el mateix que a I'apartat anterior (certificat on
consti que col-labores amb I'entitat | amb el titol del projecte guanyador de I'ajut, les dades
fiscals i 'IBAN d'un compte corrent de I'entitat, i la teva carta), perd, en aguest cas, al tractar-
se d'una institucio privada, també necessitem els seus estatuts per a constatar que es tracta
d’una entitat d'utilitat publica.

Tan aviat com rebem la documentacio correcta corresponent a una de les tres vies procedirem
al pagament de I'ajut.

Per dltim, d'acord a la normativa de la convocatoria de les beques, en el termini de tres mesos
després de la finalitzacic de I'ajut, hauras de presentar una memoria de la tasca realitzada,
acompanyada del preceptiu informe del teu director o responsable del centre/servei on hagis
desenvolupat el projecte. & meés, la SCD et podra demanar la presentacio d'una comunicacio
del treball realitzat en una de les seves sessions ordinaries o en el transcurs del seu congrés
anual. Finalment, recorda que has de fer constar el suport rebut per part de la Sodetat en
totes les publicacions que s2'n derivin d'aguest ajut.

Aprofito I'ocasio per a donar-te, en nom de la Junta Directiva de 5CD, la més cordial
enharabona.

Dr. Antoni Castells
President

Barcelona, 4 de juliol de 2018
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