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1. RESUMEN

Introduccidn: el proposito principal de este estudio es determinar si el polimorfismo de
un solo nucleétido rs2794521 del gen de la PCR, relacionado con la inmunidad innata,
se asocia al desarrollo de shock séptico después de una cirugia mayor.

Métodos: se realizé un estudio de casos y controles en 507 pacientes que habian sido
sometidos a cirugia cardiaca o abdominal en el Hospital Clinico de Valladolid
(Espafa). El polimorfismo rs2794521 fue genotipado por MassARRAY. El andlisis de
asociacion se realizé bajo un modelo genético de herencia recesiva (CC vs TT/CT).

Resultados: Se incluyeron un total de 507 pacientes con una edad media de 73 afos
y un 63% eran hombres. El andlisis de supervivencia mostré que a pesar de que la
variable CC del polimorfismo se asocia significativamente al desarrollo del shock
séptico, la genética no se relacion6 de forma estadisticamente significativa con la
supervivencia en diferentes puntos de tiempo (a los 7, 28, 60 y 90 dias). Los pacientes
con el genotipo rs2794521 TT/CT tuvieron probabilidad de supervivencia mas alta que
el genotipo rs2794521 CC a los 7 dias (p = 0.214), a los 28 dias (p = 0.49), a los 60
dias (p = 0.673) y a los 90 dias (p= 0.669). El genotipo rs2794521 CC no se asocio
con mayor riesgo de muerte relacionada con shock séptico durante los primeros 7, 28,
60 y 90 dias. Por tipo de cirugia, ni la cirugia abdominal, ni la cardiaca mostraron algin

efecto significativo sobre la mortalidad.

Conclusiones: los pacientes con genotipo rs2794521 TT/CT no tuvieron un mayor
riesgo de muerte relacionado con el shock séptico después de cirugia mayor cardiaca
o abdominal. Estos hallazgos necesitan una validacion en cohortes independientes

mas grandes.

Palabras clave: PCR; SNPs; Inmunidad innata; Shock séptico; Cirugia mayor.
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2. INTRODUCCION

El concepto de sepsis ha evolucionado a lo largo de los afios, y actualmente constituye
una disfunciébn orgénica potencialmente mortal causada por una respuesta del
huésped desregulada a la infeccion®. Los avances en el conocimiento de la
fisiopatologia de la sepsis involucran no soélo la activacion de respuestas
inmunolégicas pro- y antiinflamatorias sino también modificaciones en vias no
inmunolégicas.

El inicio de la respuesta inmune innata se produce ante el reconocimiento de
patdgenos microbianos mediado por receptores de reconocimiento de patrones (PRR),
gue reconocen estructuras moleculares conservadas, ampliamente compartidas por
los patdgenos, y que reciben el nombre de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs)?. Asi, tras el reconocimiento de los PAMPs, los PRRs inician una
serie de vias de sefializacidbn que ejecutan la primera linea de defensa de las
respuestas inmunoldgicas del hospedador necesarias para controlar las infecciones?®.
Aunque la etiologia precisa de la sepsis no esta clara, variaciones en el material
genético podrian modular la expresion de distintos componentes de la respuesta
inmune innata, e influir en su funcionamiento, modificando asi la predisposicién a
padecer una sepsis®.

Un polimorfismo genético (PG) es una variante alélica que existe de forma estable en
una poblacion. Para ser considerado un PG, debe presentar una frecuencia de al
menos el 1%>°.

Se pueden distinguir tres tipos de PG: los polimorfismos de repeticion en tdndem
(VNTR, del inglés variable number of tandem repeats), los polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP, del inglés single nucleotide polymorphisms) y la variacion en el
namero de copias (CNV). Las variaciones genéticas individuales més frecuentes son
las que afectan al cambio de una base nitrogenada por otra de ADN: son los llamados
polimorfismos genéticos de un solo nucleétido (SNP)®. Los SNP pueden estar
presentes bien en regiones codificantes del gen y afectar la funcion de la proteina,
provocando un cambio en un aminoacido; o bien ubicarse en regiones no
codificadoras, como en la region promotora del gen, variando los niveles de
transcripcion del gen y produciendo cambios en los niveles de proteina; en intrones
(modulando la estabilidad de la proteina), en sitios de splicing (sitios donde ocurre la
eliminacion de intrones y unién de exones) o0 en regiones intragénicas, lo que puede
producir alguna enfermedad o susceptibilidad a ésta. La mayoria de los SNP se

encuentran en las regiones no-codificadoras (intrones y promotores) del genoma.
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La proteina C reactiva (PCR) (Figura 1) es un reactante de fase aguda no especifico
de enfermedad, que se ha usado durante afios para detectar lesiones agudas,
infecciones e inflamaciones, asi como para evaluar la actividad de las enfermedades
inflamatorias’. Esta proteina se produce fundamentalmente en el higado con el control
de las citocinas, en especial de la interleucina-6, polipéptido usado como sefial celular
producida por células activadas, generalmente macréfagos, y originada en el sitio
patoldgico.

La PCR, asi llamada por su capacidad de precipitar el polisacarido C de Streptococcus
pneumoniae, fue la primera proteina de fase aguda descrita y es un buen marcador

sistémico de inflamacién y dafio tisular.
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Figura 1. Proteina C Reactiva®.

La PCR es codificada por un gen ubicado en el brazo largo del cromosoma 1 (1g21-
1923), y contiene dos exones y un intrén (Figura 2), sin embargo, se trata de una

region altamente polimérfica, con mas de 40 variantes conocidas®.
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Figura 2. Estructura del gen de la PCR® y posicién del SNP rs2794521.

En el gen de la PCR se han descrito un niamero importante de polimorfismos de un

solo nucledtico (SNPs) que ademas se han asociado con los niveles de PCR
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plasmaticos®, como puede verse en el el National Center for Biotechnology Information

(NCBI) SNP Database (tabla 1).

Regidon Posicidn Cambio MCBI Mucledtido Estudios de asociacidn
Genética comun SNP nucledtido refSMP 1D asociado con con variaciones de
altos niveles niveles de PCR
de PCR
Promotor -757 T=C rs2093059 T Zee 2004 Lange 2006
-717 A>G rs2794521 A Kowvacs 2005, Chen
-409 G=A rs3003062 G < |2q°25m5
-390 C>T=A 3091244 T =atal
== = Kathiresan 2006, Danik
2007
Intrdém +29 A=T rs1417938 A Suk 2005, Miller 2005
Exon 2 + 1059 G=0C rs 1200947 (c] Rus=zell 2004, Balistreri
2006
3'UTR +219 C=A rs3093066 C Obisesan 2004
+1444 C=T rs1120864 T Brull 2003, D Aiuto
SO0
+2147 G=>A rs1205 G R —2%%1 Miller
+2911 C>G rs3093068 C Hsse o
2005
Kardys 2006

Tabla 1. Polimorfismos del gen PCR y asociacion con niveles de PCR®.

Dentro de la region promotora del gen, los SNPs méas estudiados y asociados con
niveles de PCR son rs2794521 (A>G) y rs3091244 (SNP trialélico C>T>A).

El polimorfismo GT en la region promotora rs2794521 del gen de la PCR se ha
asociado con un aumento en la mortalidad en neumonia invasiva por neumococo
(1°.11).Sin embargo, no se han encontrado estudios en pacientes postquirirgicos en
relacion al riesgo de desarrollar diferentes estadios de sepsis, lo cual podria resultar
interesante debido a la alta morbimortalidad de esta entidad y los elevados costes
asociados.

Por tanto, el objetivo de nuestro estudio fue valorar la correlacion entre ser portador
autosomico recesivo (CC vs CT/TT) del polimorfismo rs2794521 del gen de la PCR y
el riesgo de sufrir sepsis y shock séptico en el postoperatorio de cirugia abdominal y

cardiaca.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1.

Se realiz6 un estudio observacional retrospectivo, unicéntrico, de casos y controles, en

Disefio del estudio

el que se incluyeron un total de 507 pacientes, de los cuales 247 fueron categorizados
como shock séptico (grupo caso) de acuerdo con los criterios de la
SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions Conference!?. Todos
ellos eran blancos europeos, mayores de 18 afios y fueron atendidos en el Hospital
Clinico Universitario de Valladolid entre el 1 de enero de 2015y el 31 de diciembre de

2017.
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El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid y se realizé de conformidad con la Declaracion de Helsinki.

Los pacientes dieron su consentimiento informado para ser incluidos en el estudio.

3.2.  Grupos de control

Se incluyé un grupo de 260 pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica de origen no infeccioso (SRIS, grupo control) que habian sido sometidos a
cirugia mayor cardiaca o abdominal. El grupo de control tenia una edad y género
similares a los pacientes del grupo de shock séptico y fueron recogidos en las mismas
fechas.

Ademas, se realiz6 una comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del
rs2794521 obtenidas en nuestro estudio, con las de sujetos sanos del Proyecto 1000
Genomas (http://1000genomes.org/home 3 ). Seleccionamos la poblacién Iberian

Population in Spain (IBS) que incluia a 107 individuos.

3.3. Datos clinicos

Se recogieron los datos demograficos y clinicos de forma retrospectiva de registros
médicos de todos los pacientes incluidos en el estudio: edad, sexo, habito tabaquico o
de alcohol, obesidad, tipo de cirugia, comorbilidades previas, como la existencia de
diabetes, hipertension, enfermedad renal crénica, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, enfermedad hepética, cardiomiopatia y neoplasia.

Para el analisis de asociacion entre el polimorfismo y el riesgo de sufrir shock séptico
tras la intervencion de cirugia cardiaca y abdominal se seleccion6 un modelo de

herencia recesiva (CC vs TT/CT).

3.4. Genotipado de ADN

El DNA fue extraido de sangre periférica y las muestras recogidas en tubos de EDTA,
correctamente identificadas, fueron enviadas para su analisis al Centro Nacional de
Genotipado de Espafia (CeGen; www.cegen.org), donde se realizé un genotipado del
polifmorfismo mediante la plataforma MassArray de Agena Bioscience (San Diego, CA,
EE. UU.), utilizando el sistema de disefio de ensayo de iPLEX® Gold.

3.5. Variable de estudio

Se analiza como variable de estudio la susceptibilidad a la infeccion determinada por
el diagnéstico de shock séptico. Se utilizaron cuatro puntos de censura: 7 dias
(mortalidad muy temprana), 28 dias (mortalidad temprana), 60 dias (mortalidad media)

y 90 dias (mortalidad tardia).
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3.6. Anélisis estadistico

Se utilizaron pruebas no paramétricas para la descripcion de la poblacién de estudio:
la prueba U de Mann-Whitney para las variables continuas y la prueba exacta de Chi-
cuadrado/Fisher para las variables categoricas. Para todos los andlisis se definio
significacion estadistica como p-valor >0,05. Se realizan tablas comparativas: Shock
séptico vs SIRS y cirugia cardiaca vs cirugia abdominal.

Posteriormente se realizan andlisis de desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE)
computados por el sortware Haploview 4.2. Se establecio el modelo de herencia mas
apropiado para el polimorfismo mediante los criterios estadisticos de informacion de
Akaike y Bayesiano, eligiendo aquel modelo con menor valor de los mismos y que
correspondié al modelo de herencia con una p de menor valor. Se calcularon las OR
de asociacion entre cada genotipo y la variable resultado y los correspondientes
intervalos del 95%.

Para el estudio de asociacion genética, se llevaron a cabo regresiones logisticas
binarias para evaluar la relacion entre el polimorfirmo rs2794521 de la PCR y variables
de resultado (grupo Shock séptivo vs grupo SIRS) en un contexto de modelo genético
recesivo (TT/CT vs CC) y subdividiendo en funcién de la cirugia realizada. Las
diferencias de supervivencia por cada genotipo se compararon mediante el test de log-
rank. Se evalué la interaccién del polimorfismo con la probabilidad pronéstica
prequirdrgica (regresion mudltiple hacia delante por método de Wald). El analisis
multivariante de regresion de Cox se ajusto por las covariables significativas asociadas
evitando el sobreajuste de la regresion. Se incluye SNP y las caracteristicas mas
relevantes por algoritmo por pasos de acuerdo con el resultado de las variables
analizadas y tras realizar un analisis de correlacion entre las variables significativas.
Todos los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando IBM SPSS Statistics para
Windows, Version 21.0 (IBM Corp, Chicago, Armonk, NY, EE.UU.).

4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

Las caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacién de estudio se muestran en
la Tabla 1. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en relacion
con la media de edad de los pacientes con diagnostico de SIRS y shock séptico (9,8%
vs 11,5% afios, p = 0,460) ni con el género (63,4 % vs 63,3%, p=0,990).

También se asocia de forma estadisticamente significativa al Shock séptico, mayor

proporcion de pacientes con insuficiencia renal cronica (p = 0,001), mientras que la
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existencia de neoplasia (p = 0,002) o cardiopatia (p <0,001) se asocia al SIRS de
forma estadisticamente significativa.

Respecto al tipo de cirugia, la mayoria de los pacientes en los que se llevo a cabo ésta
de forma urgente, fueron diagnosticados de shock séptico (62,5%, p <0,001).

TABLA 1. Caracteristicas descriptivas de los pacientes de los grupos Shock
séptico o SIRS.

VARIABLES SIRS Shock séptico P-valor
N° de Pacientes = 260 247
Sexo (V) | 166 (63,4%) 157 (63,3%) 0,990
Edad (afios) | 71 (9,8%) 73 (11,5%) 0,460
Comorbilidades
Fumador | 38 (14, 5%) 45 (18,1%) 0,266
Enolismo | 10 (3,8%) 18 (7,3%) 0,088
Obesidad | 34 (13%) 33 (13,3%) 0,912
Diabetes | 50 (19,1%) 34 (13,7%) 0,102
Cardiopatia | 160 (61,1%) 109 (44%) <0,001
EPOC | 35 (13,4%) 40 (16,1%) 0,377
HTA | 161 (61,5%) 139 (56%) 0,215
IRC | 15 (5,7%) 37 (14,9%) 0,001
Hepatopatia | 5 (1,9%) 11 (4,4%) 0,102
Neoplasia | 93 (35,5%) 57 (23%) 0,002
Tipo de cirugia | 151 (57,6%) 103 (41,5%) <0,001
Urgente | 20 (7,6%) 155 (62,5%) <0,001
Tiempo_ intub - 4 (57,8%) 0,447
Gravedad
Score SOFA | 3 (1,5%) 8 (2,2%) 0,594
APACHE-II | 9 (2,6%) 16 (5,5%) 0,861
Infeccion
Gram + - 122 (49,2%) <0,001
Gram- - 128 (51,6%) <0,001
Hongos - 46 (18,5%) <0,001
Gram+ solo | 2 (0,8%) 42 (16,9%) <0,001
Gram- solo | 4 (1,5%) 53 (21,4%) <0,001
Mixto | 5 (1,9%) 89 (35,9%) <0,001
Bacteriemia catéter - 83 (33,5 %) <0,001
Herida quirdrgica | 4 (1.5%) 61 (24,6%) <0,001
ITU - 29 (11,7%) <0,001
Endocarditis - 16 (6,5%) <0,001
Peritonitis - 111 (44,8%) <0,001
Neumonia - 118 (47,6%) <0,001

Valores expresados como media y porcentaje; significacion estadistica p < 0,05; SOFA: Sequential Organ
Failure Assessment; APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; ITU: Infeccion del tracto
urinario; EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica; HTA: Hipertension Arterial; IRC: Insuficiencia
Renal Cronica.
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Tabla 2. Comparativa de los pacientes con shock séptico entre los grupos

sometidos a cirugia cardiacay cirugia abdominal.

VARIABLES Cardiaca Abdominal p-valor
Sexo (Vardn) | 53 (65,4%) 77 (62,6%) 0,681
Edad (afios) | 73 (9,3%) 71 (11,9%) 0,798
Comorbilidades
Fumador | 14 (17,3%) 22 (17,9%) 0,912
Enolismo | 5 (6,2%) 10 (8,1%) 0,600
Obesidad | 16 (19,8%) 13 (10,6%) 0,066
Diabetes | 14 (17,3%) 12 (9,8%) 0,115
Cardiopatia | 55 (67,9%) 36 (29,3%) <0,001
EPOC 14 (17,3%) 21 (17,1%) 0,969
HTA | 53 (65,4%) 58 (47,2%) 0,010
IRC | 12 (14,8%) 18 (14,6%) 0,972
Hepatopatia | 2 (2,5%) 7 (5,7%) 0,273
Neoplasia | 9 (11,1%) 39 (31,7%) 0,001
Cirugia_Urgente | 29 (35,8%) 101 (82,1%) <0,001
tiempo_intub | 6 (48,2) 3 (73,1%) 0,014
Gravedad
Score SOFA | 9 (3,1%) 8 (3,3%) 0,386
APACHE-II | 15 (4,9%) 17 (6,5%) 0,160
Infeccidn
Gram+ | 47 (58%) 55 (44,7%) 0,063
Gram- | 48 (59,3%) 59 (48%) 0,114
Hongos | 15 (18,5%) 26 (21,1%) 0,648
Gram+ solo | 18 (22,2%) 14 (11,4%) 0,037
Gram-solo | 20 (24,7%) 20 (16,3%) 0,138
Mixto = 33 (40,7%) 45 (36,6%) 0,550
Bacteremia Cateter | 44 (54,3%) 26 (21,1%) <0,001
Infeccion sitio Qx | 17 (21%) 32 (26%) 0,411
ITU | 10 (12,3%) 13 (10,6%) 0,695
Endocarditis | 10 (12,3%) - <0,001
Peritonitis - 96 (78%) <0,001
Neumonia - 118 (47,6%) <0,001

Valores expresados como media, porcentaje y desviacion tipica; significacion estadistica p < 0,05; SOFA:
Sequential Organ Failure Assessment; APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; ITU:
Infeccion del tracto urinario; EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica;HTA: Hipertension Arterial;
IRC: Insuficiencia Renal Crénica.

En la Tabla 2 podemos observar que a la mayor parte de los pacientes intervenidos de
cirugia urgente se les realiz6 cirugia abdominal mayor (82,1%, p<0,001). El tiempo
medio de intubacién en el grupo sometido a cirugia cardiaca fue de 6 + vy
significativamente menor (3 + dias) en el grupo de pacientes a los que se les realiz6
cirugia abdominal (48,2% vs 73,1%, p = 0,014).

En el grupo intervenido de cirugia cardiaca predominaban los pacientes hipertensos
(65,4%) (p = 0,010) y la cardiopatia (67,9%) (p <0,0010), mientras que la neoplasia
(32,7%) (p = 0,001) se asocia con mas frecuencia a los grupos intervenidos de cirugia

abdominal.

10



Asociacion entre el polimorfismo rs2794521 de la PCR y riesgo de shock séptico en pacientes posquirtirgicos

Con respecto a los parametros infecciosos, la infecciéon por catéter, endocarditis y la
producida por Gram + se producen mas frecuentemente en los pacientes intervenidos
de cirugia cardiaca, mientras que la peritonitis y neumonia lo hacen con la cirugia

abdominal, de forma estadisticamente significativa.

4.2. Distribucién de las frecuencias genotipicas

Tabla 3. Tabla de frecuencias alélicas y genotipicas de rs2794521 CC segun el
tipo de cirugiay riesgo de SS o SIRS

Tipo de cirugia rs2794521 CC Total p-valor
TTI/ICT CC
Total SIRS Recuento 243 17 260 0,058
SS Recuento 219 28 247
% del total 47,4% 62,2% 48,7%
Abdominal SIRS Recuento 105 5 110 0,02
SS Recuento 126 19 145
% del total 54,5% 79,2% 56,9%
Cardiaca SIRS Recuento 138 12 150 0,816
SS Recuento 93 9 102
% del total 40,3% 42 9% 40,5%

Los valores se expresan en n (%); significacion estadistica p < 0,05; SS: Shock Séptico.

En la Tabla 3 se relaciona el riesgo de sufrir Shock séptico o SIRS tras ser intervenido
de cirugia cardiaca y abdominal en base al polimorfismo, entendiendo que la
transmision es recesiva.

Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre el alelo CC del
polimorfismo rs2794521 y el shock séptico en los pacientes intervenidos de cirugia
abdominal. El 79,2 % de los pacientes portadores del alelo CC sometidos a cirugia
abdominal desarrollaron shock séptico. Y solo 5 de los 24 pacientes portadores del
alelo CC presentaron SIRS (p = 002).

Las frecuencias de alelos y genotipos para el polimorfismo rs2794521 en pacientes
con shock séptico en comparacién con poblaciones ibéricas en Espafia a partir de
datos del Proyecto 1000 Genomas (http://www.1000genomes.org/1000-genomes-
browsers) y pacientes SIRS se muestran en la Tabla 4. Se verifica que el polimorfismo
genotipado se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. En general, no se
encuentran diferencias significativas en las frecuencias alélicas y genotipicas entre los

grupos.

11
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Tabla 4. Distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas

SNP IBS SIRS  Shock séptico p-valor®  p-valor®

No. 107 260 204
HWE (p-valor) - 0,051 0,750
Alelos T 72,4% 74% 68,8% 0,684 0,306
C 27,6% 25,9% 31,1% - -
Genotipos | TT 54,2% 54,6% 51,4% 0,481 0,229
TC 36,4% 38,8% 34,8% 0,730 0,903
CcC 9,3% 6,5% 13,7% 0,490 0,071

Las variables categéricas se expresan en porcentaje (valor absoluto). Los valores p se calcularon
mediante pruebas de Chi-cudrado. HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg. P-valor (a): entre los casos
(shock séptico) y poblacion (IBS). P-valor (b): entre los casos (shock séptico) y controles (SIRS).

4.3. Anélisis de supervivencia
Para el estudio de asociacién genética, se selecciondé un modelo de herencia recesiva

(CCvs. TT/ CT) que era el que mejor se ajustaba a nuestros datos.

Tabla 5. Analisis de supervivencia del polimorfismo rs2794521 en diferentes
momentos de tiempo

Puntos de Todos los Polimorfismo de
censura pacientes % rs2794521
(dias)
TT/CT (%) CC (%) valor p (log-rank test)

7 dias 93,5 93,9 88,9 0,214
28 dias 76,9 77,4 71,1 0,490
60 dias 67,8 68,5 60 0,673
90 dias 66,8 67,7 57,8 0,669

Significacion estadistica p < 0,05

En la Tabla 5 se muestran las probabilidades de supervivencia a los 7, 28, 60 y 90
dias después del diagndstico del shock séptico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la supervivencia en ninguno de los puntos
de censura analizados entre el genotipo TT/CT del rs2794521 de la PCR y el genotipo
CC del rs2794521 de la PCR.

4.4 Andlisis de regresion logistica para el genotipo CC del polimorfismo
rs2794521
Se realizé un andlisis de regresion multiple, representado en la Tabla 6, en el que se

incluye el polimorfismo rs2794521-CC y aquellas caracteristicas mas relevantes por
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algoritmo mediante pasos, de acuerdo con el resultado de las variables analizadas
(cirugia urgente, edad, cardiopatia, hipertension y neoplasia) en pacientes sometidos a
cirugia abdominal. El genotipo CC del rs2794521 de la PCR se mostr6 como factor de
riesgo independiente para el desarrollo de shock séptico, [OR 17,04 (1,69-171,12)],
p=0,016.

Tabla 6. Regresion logistica para shock séptico afadiendo como variable

obligatoria el polimorfismo, en pacientes sometidos a cirugia abdominal

p-valor OR I.C. 95% para OR
Inferior Superior

rs2794521-CC ,016 17,04 1,69 171,12

Edad ,000 ,903 ,85 ,95

Cardiopatia ,051 3,91 ,99 15,40

HTA ,037 ,26 ,07 ,92

Neoplasia ,080 ,39 ,13 1,11

Cirugia-Urgente ,000 17,77 5,36 58,87
Constante ,820 1,42

Significacion estadistica p < 0,05. Valores expresados como OR e Intervalo de confianza al 95%

5. DISCUSION
Los hallazgos mas relevantes del presente estudio observacional retrospectivo son:

Caracteristicas de la poblacién a estudio.
El tipo de pacientes de nuestro estudio fue similar a otros trabajos publicados (4,

15).Se incluyeron pacientes con SIRS y shock séptico, sometidos a cirugia cardiaca y
abdominal, y no hubo diferencias significativas entre los grupos en cuanto al sexo ni la
edad. Ademas, se incluy6 un grupo control a partir de los datos de la IBS en el que se
compararon las frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo rs2794521 de
nuestros pacientes con shock séptico y SIRS, con poblacion blanca espafiola a partir
de datos del Proyecto 1000 Genomas, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas, por lo que la muestra esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Desviaciones de este equilibrio en el grupo de control podrian indicar errores
importantes, bien de genotipado, bien de otros factores como son el sesgo de
seleccion o la estratificacion de la poblacién. Si se altera la HWE, las inferencias del
estudio podrian estar sesgadas?®.

Se observéd que la insuficiencia renal cronica esta asociada en mayor proporcion a
pacientes con shock séptico, similar a otros estudios publicados. Del mismo modo,

Suérez de la Rica y colaboradores?’, ademéas de otros trabajos, apoyan la relacion,
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con frecuencia y de manera precoz, del fallo renal agudo con el shock séptico, con un
mayor incremento de la mortalidad (*® '°). Ademas, Vilander LM y colaboradores han
comprobado la asociacion entre determinados SNP y el fallo renal agudo en pacientes
criticos con shock séptico? .

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a parametros de
fallo de 6rgano ni tipo de microorganismos entre los pacientes intervenidos de cirugia
abdominal y cardiaca. Los microorganismos mas frecuentemente presentes en los
cultivos fueron los Gram negativos, seguidos por Gram positivos y hongos.
Encontramos discrepancias con la literatura revisada en pacientes postquirdrgicos
cardiacos, ya que los microorganismos con mas frecuencia aislados son Gram
positivos. Creemos que esta diferencia puede deberse a que no hemos estratificado
los focos de infeccion, y nuestros pacientes con shock séptico son fundamentalmente
secundarios a neumonia nosocomial, donde son mas frecuentes los microorganismos

Gram negativos (322).

Distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas

Comparamos las frecuencias de alelos y genotipos para el polimorfismo rs2794521 en
pacientes con shock séptico en relacion con poblaciones ibéricas sanas (IBS), y no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, lo que indica que no hay sesgo
en nuestra cohorte con respecto a la distribucion del SNP rs2794521.

Nuestro trabajo confirma una relacion estadisticamente significativa entre el genotipo
CC del polimorfismo rs2794521 de la PCR vy el riesgo de shock séptico en pacientes
blancos europeos que se sometieron a cirugia mayor abdominal. No hemos
encontrado en la literatura revisada ningun trabajo que describa estos hallazgos en
pacientes sometidos a cirugia abdominal o cardiaca.

Tjorvi y colaboradores, describieron la asociacion entre algunos SNP del gen de la
PCR, entre los que se encontraba el polimorfismo rs279552 de nuestro trabajo, y los
niveles de PCR plasmaticos postoperatorios después de cirugia de derivacion
coronaria, en concreto, en pacientes sometidos a cirugia primaria y electiva de injerto
de bypass coronario con bypass cardiopulmonar?. En dicho estudio se relaciona el
aumento en los niveles de PCR plasmaticos postoperatorios con las variantes del gen
de la Proteina C Reactiva.

Existen algunos estudios que destacan el valor predictivo de la PCR y complicaciones
postoperatorias, como la infeccion local en apendicitis aguda (Canovas vy
colaboradores?), o complicaciones postoperatorias en el dia 4 después de cirugia

colorrectal en un meta-andlisis (Warschkow y colaboradores®®, 2012). En muchos
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otros, la PCR revela ser un biomarcador especifico de la infeccion que guarda relacion
con la gravedad del fracaso multiorganico y la mortalidad?®.

Sin embargo, los Unicos estudios que se han realizado del polimorfismo rs2795421 de
la region promotora del gen de la PCR (Chen y colaboradores?’, Carlson y
colaboradores® , Wang y colaboradores?® y Kotlega y colaboradores® ) asocian el
genotipo G/G del polimorfismo con mayor mortalidad en neumonia invasiva por
pneumococo y también con el nivel de PCR en plasma y lo relacionan

significativamente con enfermedad coronaria.

Andlisis de supervivencia

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
supervivencia en ninguno de los puntos de censura estudiados ni para el genotipo
TT/CT del rs2794521 de la PCR ni el genotipo CC del rs2794521 de la PCR. Seria
interesante estratificar los grupos por tipo de cirugia y realizar el analisis en el futuro.
Los resultados de la revision bibliogréfica arrojan resultados contradictorios, ya que
existen trabajos como el de Eklund C y colaboradores que encuentran asociacion
entre determinados SNP en la region promotora del gen de la PCR y aumento de la
mortalidad en pacientes con infeccién por S. pneumoniae®. Sin embargo, Molkanen T
y colaboradores?®, observan que la mortalidad no se ve afectada por ninguno de los
SNP de la PCR analizados. Existe una diferencia fundamental en cuanto al tipo de
pacientes incluidos en los estudios, que no fueron postquirirgicos, en contraste con

nuestra muestra.

Relacién entre el genotipo CC del rs2794521 y riesgo de shock séptico en
intervenidos de cirugia abdominal mayor

El genotipo CC del rs2794521 de la PCR se mostr6 como factor de riesgo
independiente para el desarrollo de shock séptico en el analisis de regresion mdltiple.
Es la primera vez que se describe esta relacion con respecto a los trabajos publicados
hasta la fecha, y es de especial importancia porque muestra asociacion entre un
genotipo concreto y pacientes postquirdrgicos. Los pacientes blancos europeos
portadores del genotipo CC del rs2794521 de la PCR tienen mas riesgo de desarrollar
shock séptico, lo que implicaria posibilidad de actuar en la prevencion o en el

tratamiento de esta patologia de tan alta prevalencia en un futuro.

Limitaciones del estudio
Se deben tener en cuenta algunas limitaciones para la correcta interpretacion de los

resultados. En primer lugar, este trabajo tiene un disefio retrospectivo, realizado en un

15



Asociacion entre el polimorfismo rs2794521 de la PCR y riesgo de shock séptico en pacientes posquirtirgicos

solo centro y el tamafio de la muestra reducido podria haber limitado los valores
estadisticamente significativos entre el polimorfismo rs2794521 y el riesgo de shock
séptico. Por lo tanto, seria necesario ampliar el tamafio muestral y realizar un estudio
prospectivo con mas centros participantes. Sin embargo, algunas de las fortalezas de
nuestro estudio son, por un lado, la seleccibn de la muestra, una poblacion
homogénea que incluye Unicamente pacientes postquirurgicos y, por otro lado, que se
ha seguido un criterio de seleccion de casos y controles dentro del mismo grupo
étnico, evitando falsos positivos.

Por otra parte, la gran mayoria de estudios de asociacion de genes candidatos de la
inmunidad innata con la sepsis o el shock séptico, han sido con pacientes ingresados
en Unidades de Cuidados Intensivos con pacientes médicos, lo que nos limita la
posibilidad de establecer elementos comparativos con los resultados de nuestro
estudio en pacientes postquirargicos.

También nuestros hallazgos no concluyentes en algunos aspectos puedan deberse a
que el polimorfismo rs2794521 no actie solo, sino en sinergia con otros SNP en la
region promotora de la PCR 0 que sea necesaria la asociacion de genes candidatos
en una poblacién de pacientes postquirlirgicos o con otros factores genéticos®? que
contribuyan al riesgo de muerte en el shock séptico.

Por ello seria necesario realizar nuevos estudios que corroboren las asociaciones

encontradas.

6. CONCLUSIONES

La presencia del genotipo CC del rs2794521 se ha relacionado con aumento del riesgo
de shock séptico en pacientes intervenidos de cirugia abdominal mayor, lo que en un
futuro podria permitirnos un manejo mas preciso de estos pacientes. Seria preciso
realizar nuevos estudios con un mayor nimero de pacientes para corroborar estas

asociaciones.
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INTRODUCCION
La sepsis constituye una disfuncién organica potencialmente mortal
causada por una respuesta del huésped desregulada a la infeccion,
resultando ser la primera causa de muerte por infeccién, especial-
mente si no es diagnosticada y tratada precozmente.
La proteina C reactiva (PCR) es un reactante
de fase aguda no especifico de enfermedad. _— il
En el gen de la PCR se han descrito un o g |
numero importante de polimorfismos de un

OBJETIVOS
Determinar si el polimorfismo de un solo nucledtido
rs2794521 del gen de la PCR, relacionado con la
inmunidad innata, se asocia al desarrollo de shock séptico
después de una cirugia mayor.

MATERIAL Y METODOS

solo nucleétido (NNPs) que se han asociado | (2 ™ & Sangre ADN y confi on PCR| MassARRAY
con los niveles de PCR Plasmaticos. ‘ - t " féri
Algunos SNP de la PCR (como el GT, situado glateinat Reectie [ ~ 1
en la regién promotora rs2794521 del gen de la PCR), se ha asociado g:;’c:"sf‘:ig Tubos EDTA (55 — [T ‘
con aumento de mortalidad en neumonia invasiva por neumococo, sin n= 24'; »“ . =
embargo, no se han encontrado estudios en pacientes —“‘
postquirtrgicos en relacion al riesgo de desarrollar dlferent s estados Q" -
de sepsis, lo cual podria resultar interesan_ 3
te debido a la alta morbimortalidad de esta ‘ GkuPO CONTROL =
entidad y los elevados costes asociados. | [
Estructura del gen de la PCR y posicion del SNP rs279452 f‘ 28 clugle
RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS DE LOS PACIENTES

2. FRECUENCIA DE ALELOS Y GENOTIPOS

4. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

DE LOS GRUPOS SS o SIRS PARA EL POLIMORFISMO rs2794521 SEGUN DEL POLIMORFISMO rs2794521
VARIABLES SIRS Shock séptico P-valor EL TIPO DE CIRUGIA Y RIESGO DE SS O SRIS. ——
N© de Pacientes 260 247 Puntos  Todos los Polimorfismo
Tipo de cirugia rs2794521_CC Total p-valor
Sexo (V) 166 (63,4%) 157 (63,3%) 0,990 = de de
Edad (afios)  71(9,8%) 73(11,5%) 0,460 Th/CT cC censura % 152794521
Comorbilidades Total SIRS Recuento 243 17 260 0,058 (dias)
Fumador 38 (14, 5%) 45 (18,1%) 0,266 SS  Recuento 219 28 247 TI/C CC(%)  valorp
Enolismo 10 (3,8%) 18(7,3%) 0,088 % del total 47,4% 62,2% 48,7% T (log-rank
Obesidad 24 (12%) BN o512 Abdominal SIRS Recuento 105 5 110 0,02 %) e
Diabetes 50 (19,1%) 34(13,7%) 0,102 T 45 196 49 148
Cardiopatia 160 (61,1%) 109 (44%) <0,001 incdio 7 dias 93,5 93,9 889 0,214
EPOC  35(134%) 40 (16,1%) 0377 6ileltotalo e SHET26556,36 28dias 769 77,4711 0490
HTA 161 (61,5%) 139 (56%) 0,215 Cardiaca SIRS Recuento 138 12 150 0,816 60 dias 67.8 68,5 60 0,673
IRC 15 (5,7%) 37 (14,9%) 0,001 SS  Recuento 93 9 102 90 dias. 668 67,7 57,8 0,669
Hepatopatia 5(1,9%) 11 (4,4%) 0,102 % del total 40,3% 42,9% 40,5% T - 0.05
<
Neoplasia 93 (35,5%) 57 (23%) 0,002 Los valores se expresan en n (%); significacion estadistica p < 0,05; SS: Ll
Tipo de cirugla 151 (57,6%) 103 (41,5%) <0,001 Shock Séptico
Urgente 20 (7,6%) 155 (62,5%) <0,001
Tiempo_ intub 4(57,8%) 0,447
Gravedad % Z “
ScoreSOFA  3(1,5%) 8(2.2%) 0,594 5. REGRESION LOGISTICA PARA SHOCK SEPTICO ANADIENDO COMO VARIABLE
APACHEHI  9(2,6%) 16 (5,5%) 0,861 OBLIGATORIA EL POLIMORFISMO, EN PACIENTES SOMETIDOS A CIRUGIA
Infeccién ABDOMINAL
Gram + 122 (49,2%) | or | 1.C. 95% para OR
L5(5L5%) Inferior Superior
Hongos 46 (18,5%)
Gramisolo  2(0,8%) 42(169%) ,016 17,04 1,69 171,12
Gram-solo  4(1,5%) 53 (21,4%) L Edad /903 /85 95
5(1,9%) 89 (35,9%) ,051 3,91 199 15,40
83(33,5%) ,037 26 07 192
4(15%) 61(24,6%) | Neoplasia [ 39 A3 1,11
,000 17,77 5,36 58,87
e enante 142
p < 0,05. Valores expresados como OR e Intervalo de confianza al 95%
y parumaja igni ica p< 0,05 SO Organ
Fs APACHE: logy Health Evaluation. ITU. Infeccion del tracto
urinario; EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronca; HTA Hipertension Arteral IRC:Insuficiencia
Renal Crénica SS: Shock Seéptico; SRIS: BlBL'OGRAF‘A
*10]

CONCLUSIONES

= La presencia del genotipo CC del rs2794521 se ha relacionado con aumento del riesgo de shock séptico en pacientes
intervenidos de cirugia abdominal mayor, lo que en un futuro podria permitirnos un manejo mas preciso de estos

pacientes.
= El genotipo CC del rs2794521 de la PCR se mostré6 como factor de riesgo independiente para el desarrollo de shock
séptico.
= Seria necesario realizar nuevos estudios con un mayor nimero de pacientes para corroborar estas asociaciones.
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