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Determinacidn de biosintesis de oxido nitrico en

los pacientes con sistema externo de derivacion

de LCR. su utilidad en el diagnostico diferencial
de meningitis aséptica vs bacteriana

Elvira Castro Martinez, José Luis Soto Hernandez

RESUMEN

En los pacientes sometidos a neurocirugia se
observaron con frecuencia cambios en el liquido
cefalorraquideo (LCR) con diferentes grados de
pleocitocis. La meningitis post operatoria ocurre de
0.5% a 0.7% y esta causada en su mayoria por el
Staphilococus aureus o Bacilos gram negativos. Con
objeto de averiguan si es Util la determinacién de oxido
nitrico(014) en LCR para diferenciar entre una meningjitis
séptica y una aséptica se estudiaron los pacientes
operados en el transcurso de un ano 13 sin infeccién y
39 con neuroinfeccion. Encontramos que las mas altas
concentraciones del substrato para la formacion de ON
se encuentra en el grupo de pacientes con meningitis
bacteriana post neuroquirurgica y con sistema de
derivacion.

Palabras claves: LCR, neuroinfeccion, rangos de ni-
tratos, valor pronostico.

DETERMINATION OF SYNTHESIS OF NITROVS
OXIDE IN PATIENTS WITH A SPINAL FLUID
DERIVATION THE USE FOR DETERMINATION OF
MENINGITIS

ABSTRACT

Nitric oxide determination in spinal fluid of patient with
external derivation in the diagnosis of bacterial or

aseptic meningitis. Patients that had a neurosurgical
intervention with a spinal fluid external derivation have
channges in the spinal fluid with pleocitosis and the
must frecuent infection is caused by Staphilococus
aureus. We think that the determination of nitrous oxide
(014) is use ful in the differential diagnosis betwen a
septic and an aseptic meningitis. We studied 13 patients
operated withaut infeccion and 39 with infection and
found that the concentration of ON is higher in the
infected patients and this can guide the treatment.

Key words: spinal, fluid,neuroinfection, nitrous oxide

determination, pronostic value.
servan con frecuencia cambios en la compo-
siciéon del liquido cefalorraquideo (LCR) con
diferentes grados de pleocitosis.

Estas alteraciones inflamatorias del LCR pueden
ser el resultado de enfermedades cerebrales subyacen-
tes, consecuencia del procedimiento neuroquirirgico
mismo (meningitis aséptica), o de infecciones
bacterianas del sistema nervioso central. En este con-

n pacientes sometidos a neurocirugia se ob-
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texto, las caracteristicas clinicas y variables del LCR
son a menudo dificiles de evaluar y pueden no ayudar
a distinguir meningitis bacteriana de meningitis
aséptica, o cuando lo hacen, en ocasiones, suele ser
tardiamente™.

Las infecciones bacterianas que ocurren des-
pués de procedimientos neuroquirdrgicos son
causadas por wuna amplia variedad de
microorganismos. Los gérmenes de adquisicion
intrahospitalaria son usualmente diferentes y a menu-
do mas virulentos que las bacterias asociadas con
infecciones del sistema nervioso adquiridas en la co-
munidad.

La meningitis postoperatoria ocurre en 0.5% a
0.7% de los procedimientos neuroquirirgicos y con
mayor frecuencia es causada por Staphvlococcus
aureus o bacilos Gram negativos. Las infecciones son
mas comunes después de la colocacion de sistemas
de derivacion del LCR.

El diagnostico de meningitis bacteriana esta
basado en las caracteristicas clinicas, de laboratorio y,
en algunos casos en hallazgos radiologicos. Los pa-
cientes usualmente presentan ataque al estado general,
fiebre, cefalea, signos meningeos y algunos alteracion
de las funciones mentales. Usualmente existe
leucocitosis periférica. El andlisis de LCR revela un
conteo elevado de células blancas con predominio de
leucocitos polimorfonucleares, alto nivel de proteinas,
bajo nivel de glucosa, y tincién de Gram positiva en
la mayoria de los casos. Una tomografia computada
con contraste puede revelar reforzamiento anormal de
las meninges.

Los lipopolisacaridos que forman la pared celu-
lar de varios microorganismos que causan meningitis
postoperatoria como Escheriehia Coli y Klebsiella
pneumoniae son estimulantes potentes para la libera-
cién de citocinas periféricamente y en el SNC®7;
asimismo, ocurre sintesis y liberacién de ON, radical
libre que tiene varias funciones importantes en el SNC
como mediador de procesos fisiolégicos y patoldgi-
cos. En el contexto de nuestro estudio, es importante
mencionar su influencia en los procesos de infeccion
bacteriana posterior a procedimientos
neuroquirdrgicos meritorios de sistema externo de de-
rivacién de LCR, ya que son estos pacientes quienes
tienen un incremento potencial de infeccion del SNC
por el procedimiento mismo, lo que puede resultar en
meningitis subdiagnosticada y no tratada oportuna-
mente cuando la etiologia bacteriana esta presente. El
estandar para el diagnostico de certeza de meningitis
bacteriana postoperatoria es el cultivo de un germen
patégeno en LCR acorde con un cuadro clinico com-
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patible y un estudio citoquimico de LCR anormal. El
tiempo para el desarrollo del gérmen, su identificacion
y la realizacion de pruebas de susceptiblidad a los
antibioticos ,es variable pero puede tomar entre 48 y
72 horas y un diagndstico mas temprano de meningi-
tis postoperatoria puede reducir la morbilidad y
mejorar el prondstico.

Por esta razon se considera que es deseable
contar con marcadores diagnosticos adicionales en
éste grupo de pacientes, por lo que en éste estudio se
hicieron determinaciones de biosintesis de ON
(arginina, citrulina, relaciéon arginina/citrulina y nitratos)
para su uso como indicadores potenciales de infeccion
bacteriana en LCR después de procedimientos
neuroquirdirgicos.

Antecedentes

El ON es un radical libre que esta implicado en
muchas funciones biolégicas importantes ® . Como
testimonio de la rapida expansiéon en el conocimiento
de sus multiples papeles biologicos, después de su
descubrimiento en 1987, fue nombrada molécula del
ano en 1992,

El ON es producido a partir de L-arginina
(arginina) clasificada como aminoacido semi-esencial.
ON es formado entonces a partir de un atomo
guanidino nitrogenado de la arginina. El guanidino
nitrogenado acepta cinco electrones en un proceso de
oxidacion que requiere oxigeno molecular, resultando
en la formacion de ON vy citrulina.

En esta conversién participa la sintasa de 6xido
nitrico (NOS), enzima flavoproteica homodimérica (130-
150 subunidades kDA), siendo requeridos ademas
cofactores como nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reducido (NADPH), tetrahidrobiopterina (BH4)
flavin adenindinucleétido (FAD), flavin mononucleétido
(FMN), oxigeno (0,) y protoporfirina IX°°.

La reaccion catalitica incluye dos pasos de
mono-oxigenacion; inicialmente, L-arginina es
hidroxilada por O, y NADPH a la forma N'-hidroxi-L-
arginina. Subsecuentemente, N' -hidroxi-L-arginina es
oxidada a L-citrulina'y ON. El ON es entonces produ-
cido por la accién de la NOS en células endoteliales,
neuronas, astrocitos y macréfagos''. La enzima NOS
existe en tres isoformas’.

La NOS tipo 1 (NOS-l), o NOS neuronal (nNOS),
es calcio dependiente y fue originalmente descubier-
ta en las neuronas, se encuentra también en ciertas
células epiteliales. La NOS tipo Il (NOS-2) es también
conocida como NOS inducible (iNOS), es calcio inde-
pendiente; se encuentra principalmente en macréfagos,
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hepatocitos y astrocitos -éstos Ultimos contienen la
mas alta concentracion del precursor L-arginina' don-
de su expresion puede ser inducida por LPS y
citocinas. La NOS tipo lll (NOS-3) o NOS endotelial
(eNOS), calcio dependiente, fue inicialmente identifica-
da como la enzima que produce el factor relajante
derivado del endotelio (FRDE).Ambas, NOS-l y NOS-
3 son a menudo agrupadas juntas como NOS
constitutiva (cNOS) y producen pequenas cantidades
de ON vy su actividad esta regulada por Calcio. Por
otra parte, NOS-2 no es expresada en células en repo-
so pero si inducida por endotoxinas, citocinas
proinflamatorias, incluyendo interleucina-l, interferon
gamma (IFNy), y factor de necrosis tumoral alfa
(FNTa). La NOS-2 depende de calmodulina y las con-
centraciones de calcio intracelular. NOS-2 produce
altos niveles de ON comparados con NOS-lo NOS-3.
Bajos niveles de ON producido por cNOS son respon-
sables de los efectos fisioldgicos (regulacion del tono
vascular) y las elevadas cantidades de ON producido
por iNOS estan asociadas con los efectos patologi-
COSQ'14‘15.

Como se ha senalado, el ON es producido du-
rante la conversion directa de arginina a citrulina.
Después es rapidamente metabolizado, principalmen-
te a nitrito/nitrato, y finalmente excretado como nitrato
urinario ('® . Desde que se ha determinado que el ON
es inestable con una vida media de segundos, nitrito/
nitrato urinario y en plasma han sido medidos frecuen-
temente como indicadores de la produccién de ON,
en muchos casos, en relacién con procesos infeccio-
sos sistémicos; también se han medido nitritos,
nitratos como metabolitos estables del ON en LCR de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas (179
y en pacientes con meningitis'® como lo senala el es-
tudio de Milstien y colaboradores quienes mostraron
que nitritos y nitratos en LCR estaban incrementados,
especulando que la ruptura de la barrera
hematoencefalica podia contribuir a éste incremen-
t018’20.

También se ha supuesto que indicadores del ON
como arginina y citrulina, relacionadas con la enzima
NOS cuya actividad puede ser inducida por los LPS?"
2 de la capsula de microorganismo s causantes de
meningitis postoperatoria puedan resultar elevados en
neuroinfeccion bacteriana, sin embargo, no hay sufi-
cientes estudios al respecto que sustenten dicha
aseveracion.

Asi, los resultados de un gran nimero de estu-
dios han implicado la elevacion de ON en la
patogénesis de varias enfermedades del SNC tales
como esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer,

encefalitis por VIH o enfermedad de Parkinson, entre
otras®+?7,

Por lo tanto, considerando que determinaciones
cuantitativas del precursor arginina y su conversion a
citrulina, relacién argininalcitrulina, asi como los pro-
ductos de degradacién del ON (nitratos) producidos
durante meningitis bacteriana postquirdrgica en pa-
cientes neuroquirdrgicos con sistemas externos de
derivacion de LCR no han sido realizadas, en el pre-
sente estudio se realizaran dichas determinaciones
para el diagnostico diferencial de meningitis aséptica
vs. bacteriana, especulando que la biosintesis del me-
diador inflamatorio ON se ve incrementada
intratecalmente tras la influencia bacteriana.

Con objeto de averiguador si es de utilidad la
determinacion de biosintesis de Oxido Nitrico en LCR
para el diagnostico diferencial de meningitis aséptica
vs. meningitis bacteriana postoperatorias en pacientes
con sistemas externos de derivacion de LCR se plan-
teo la siguiente hipotesis:

HO. La determinacion de biosintesis de 6xido
nitrico en LCR no es Util para el diagnostico diferencial
de meningitis aséptica vs. meningitis bacteriana
postoperatorias en pacientes con sistema externo de
derivacion de LCR.

H1. La determinacion de biosintesis de 6xido
nitrico en LCR es util para el diagndstico diferencial
de meningitis aséptica vs. meningitis bacteriana
postoperatorias en pacientes con sistema externo de
derivacion de LCR

Este trabajo esta justificado dado que los pa-
cientes con sistemas externos de derivacion de LCR
del tipo drenaje venticular externo (DVE) o drenaje
subaracnoideo lumbar (DSA) tienen un alto riesgo de
infeccion; para vigilar esta posibilidad se toman cada
24 a 48 horas muestras de LCR para citoquimico y
cultivo. Cuando el cultivo es positivo nos da una infor-
macion «tardia» (48 a 72 horas), considerando
ademas, que la cuenta leucocitaria y otras citocinas
proinflamatorias en LCR tienen baja sensibilidad y es-
pecificidad © respecto a neuroinfeccién en pacientes
postquirdrgicos. Se explora la posibilidad de que
otros marcadores bioquimicos pudieran indicar tem-
pranamente la presencia de infeccion y lo hicieran
independientemente de la presencia de hemorragia,
tumor o procedimiento quirdrgico y de la repercusion
que estos procesos tuvieran en el LCR. Se espera que
las concentraciones de los marcadores de biosintesis
de éxido nitrico analizados resulten elevadas y sugie-
ran que diferentes enfermedades o procedimientos
neuroquirdrgicos pueden inducir dicha elevacion, pero
que las neuroinfecciones inducen su mas alta sintesis
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y liberacion y que podrian ser empleadas como mar-
cadores diagnosticos de infeccion temprana del LCR
en pacientes neuroquirirgicos y, que una baja con-
centracion de estos marcadores en LCR con un cultivo
de LCR negativo puedan apoyar el retiro de terapia
antimicrobiana empirica o ayudar a dirigirla de mane-
ra mas apropiada hacia otro posible foco, reduciendo
los efectos adversos y la presencia de
microorganismos multiresistentes, mejorando asi cos-
tos y eficacia.

El objetivo es evaluar si las concentraciones de
arginina, citrulina y nitratos en LCR de pacientes
neuroquirdrgicos con sistema externo de derivacion de
LCR pueden ser utilizadas como herramientas para el
diagnéstico diferencial temprano de meningitis
aséptica vs. meningitis bacteriana postquirdrgica.

MATERIAL Y METODO

Pacientes

Se traté de un estudio piloto, longitudinal,
observacional de un grupo de pacientes postoperados
en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
en el periodo del 12 de Diciembre de 2003 al 31 de
Diciembre de 2004 por EVC hemorragica hipertensiva
con irrupcién ventricular 6 hemorragia subaracnoidea
con DVE o con DSA lumbar instalado por fistula de
LCR; hospitalizados en urgencias, neurocirugia, unidad
de cuidados intermedios y unidad de cuidados inten-
sivos. EI Comité de Investigaciones Clinicas de nuestra
institucion aprobd el protocolo del estudio.

Criterios de inclusion

1. Pacientes de 18 a 65 anos de edad

2. De ambos sexos

3. Pacientes en el postoperatorio inmediato de
colocacion de DVE por EVC

4. En quienes se previo la permanencia del OYE por
un minimo de 5 dias

5. Pacientes con fistula de LCR en quienes se instala
un OSA lumbar

6. Permanencia minima del OSA lumbar de 5 dias

7. Sin evidencia clinica y de laboratorio de sepsis o
infeccién del SNC (con un cultivo de LCR inicial
negativo) a su ingreso al estudio, pero con el riesgo
de esta por el procedimiento mismo

8. Con expectativa de vida mayor de 5 dias

Criterios de exclusion

1. Pacientes con infeccion del SNC documentada al
inicio del estudio
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2. Permanencia del DVE o DSA lumbar menor a 5 dias

3. Pacientes con extraccion accidental del DVE o DSA
lumbar

4. Pacientes cuya condicion requiera procedimientos
de urgenciay se realicen fuera de quiréfano

5. Pacientes que por resangrado u otra condicidn
fallezcan en una estancia menor a 5 dias

6. Pacientes que se trasladen antes del seguimiento

METODO

Los pacientes incluidos se siguieron
longitudinalmente y se obtuvieron muestras de LCR
del sistema de derivacion de LCR correspondiente
(DVE o DSA lumbar) a intervalos preestablecidos (1,3
y 5 dias). Se envié muestra de LCR al laboratorio para
los analisis de rutina (estudio citoquimico, tinciones y
cultivo) y una alicuota simultanea de LCR fue almace-
nada a -80°C (-112°F) en tubos de plastico hasta la
determinacién de arginina, citrulina, relacion arginina/
citrulina y nitratos, para finalmente realizar el andlisis de
resultados comparando las diferencias entre los que
desarrollaron infeccion y los que no.

Las mediciones de biosintesis de 6xido nitrico
se realizaron mediante Cromatografia de liquidos de
alta resolucion en fase reversa.

Arginina-Citrulina:

Procesamiento de las muestras:

100 mililitros de muestra se desproteinizan con
un volumen igual de metanol absoluto grado HPLC.
Se centrifugan 15 minutos a 15000 rpm a 5°C. El
sobrenadante se diluye 1: 1 O y 100 mililitros del
sobrenadante diluido se hacen reaccionar por 1 minu-
to en un vortex con un volumen igual del reactivo de
OPA/ME (se prepara de la siguiente manera: 25 mg de
fenol-ftalaldehido se disuelven en 625 mililitros de
metanol absoluto, se agregan 5.6 ml de amortiguador
de boratos pH=9.5; se agregan 25 mililitros de
mercaptoetanol). La mezcla de reaccion se inyecta in-
mediatamente al cromatégrafo.

Equipo:

Las muestras se analizan en un cromatégrafo
compuesto por una bomba binaria Perkin Elmer Serie
LC200 equipada con un loop de 20 slitros, un detec-
tor de fluorescencia Beckman Modelo 157 y una
columna Adsorbosphere OPA HS (CI8, 5 micras de dia-
metro de particula, 4.6x 1 00 mm, Alltech). Las sehales
se analizan con .un integrador HP 3396, Serie II.

Condiciones cromatograficas:
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La cromatografia se realiza por gradiente utili-
zando como disolvente A metanol absoluto grado
HPLC y como disolvente B un amortiguador de
acetatos 50 mM pH = 5.9 con 1.5 % (v/v) de
tetrahidrofurano grado HPLC. El programa utilizado
consiste en un gradiente lineal de 10% A a 35% A en
15 minutos, seguido de 5 minutos de lavado con 99%
A, posteriormente 5 minutos de reequilibrio a 10% A,
con un flujo constante de 1.5 mL/min.

Nitratos:

Procesamiento de las muestras:

100 mililitros de la muestra se desproteinizan
con un volumen igual de metanol absoluto grado
HPLC. Se centrifugan por 15 min a 15000 rpm a 5°c.
El sobrenadante se diluye

1: 1 O Y se inyecta al cromatografo.

Equipo:

Las muestras se analizan con un cromatégrafo
equipado con una bomba isocratica Perkin Elmer Se-
rie LC250 equipada con un loop de 50 mililitros, una
interfase PE Nelson Serie 900, una columna Lichrosorb
(C18, 5 micras de diametro de particula, 4.6x250 mm,
Alltech) y un detector UV/Vis Perkin Elmer Modelo LC-
95 ajustado a 228 nm. Las senales se analizan con el
software Turbochrom version 4.1 de Perkin Elmer.

Condiciones Cromatograficas:

La cromatografia se realiza utilizando una solu-
cion de octilamina pH=6.I como fase movil a flujo
constante de 1.2 ml/min.

Recoleccidn de datos y seguimiento

Se revisaron los registros médicos de los pa-
cientes y se obtuvo la siguiente informacién: edad y
género, diagnostico de ingreso, fecha y tipo de siste-
ma de derivacion de LCR instalado (DVE o DSA
lumbar); antecedente de infeccion.

Se registraron los sintomas y signos
neuroldgicos y se aplico la escala de coma de
Glasgow al ingreso® (GCS: Respuesta motora: 6, obe-
dece; 5, localiza estimulos dolorosos; 4, respuesta de
retirada; 3, respuesta flexora; 2, respuesta extensora 'y
1, respuesta ausente. Respuesta verbal: 5, orientado;
4, conversacion confusa; 3, palabras inapropiadas; 2,
sonidos ininteligibles y 1, respuesta ausente. Apertura
ocular; 4, espontanea; 3, a la orden verbal; 2, al esti-
mulo doloroso y 1, ausente).

De igual forma se incluyo la escala de egreso de
Glasgow® (GOS: Glasgow Outcome Scale; 1, muer-
te; 2, estado vegetativo; 3, incapacidad severa con

dependencia funcional; 4, incapacidad moderada con
independencia aunque no regresa al trabajo o escue-
la; y 5 con buena recuperacion) para la clasificacion
funcional al momento de su salida hospitalaria.

Durante su estancia y permanencia del sistema
externo de derivacion de LCR se registraron constan-
tes corporales como temperatura; si existia condicion
de ayuno o dieta por alguna via, administracion con-
comitante de antibidticoterapia y esteroides.

Se registraron resultados de estudios
paraclinicos en sangre y LCR obtenidos del laborato-
rio clinico y de infectologia tales como cuenta
leucocitaria en sangre, aspecto del LCR, niUmero y
tipo de células en LCR, proteinorraquia y glucorraquia;
resultados de tinciones y cultivos en LCR de los dias
preestablecidos’?Y5,

Anadlisis estadistico

Se analiz6 la distribucién de los datos emplean-
do medidas de tendencia central y dispersion.

Se describieron y analizaron las variables nomi-
nales mediante la prueba de *? y prueba exacta de
Fisher.

Las variables dimensionales fueron analizadas
mediante la prueba t de student y U de Mann Whitney
con un valor de p<0.05 para significancia estadistica
e intervalo de confianza (IC) del 95%. Se utiliz6 el pa-
quete estadistico SPSS version 10.0

RESULTADOS

Un total de 13 pacientes (7 mujeres y 6 hom-
bres; edad promedio de 49 afnos en el grupo sin
infeccion y 39 anos en el grupo con neuroinfeccion;
con un rango de edad de 26 a 76 anos) postoperados
de colocacion de sistema externo de derivaciéon de
LCR fueron incluidos al presente reporte por contar
con los criterios de inclusion establecidos

Para el analisis los pacientes fueron distribuidos
en dos grupos, uno con neuroinfeccién bacteriana
postquirdrgica y otro sin infeccién bacteriana. En el
grupo sin infeccién los diagndsticos al ingreso fueron
EVC hemorragica hipertensiva en 4 pacientes, hemo-
rragia subaracnoidea en 2 pacientes y 4 pacientes con
fistula de LCR mientras que en el grupo con
neuroinfeccioén se tuvo un caso para cada uno de es-
tos diagnosticos.

Durante su estancia en el hospital la dieta fue
administrada via enteral o parenteral mientras que al-
gunos pacientes se mantuvieron en ayuno. En el grupo
sin infeccién 5 estuvieron en ayuno y 5 mas con dieta
en tanto que en el grupo con neuroinfeccién 2 pacien-
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tes tuvieron dieta y uno se mantuvo en ayuno.

De acuerdo al diagnostico de ingreso, estado
clinico e indicacion terapéutica el tipo de sistema ex-
terno de derivacion de LCR instalado correspondié a
DVE en 6 pacientes y 4 DSA lumbares en el grupo de
pacientes sin infeccion y de los 3 pacientes del grupo
con neuroinfeccién 2 tuvieron DVE y uno DSA lumbar
En ninguno de los grupos se encontrd antecedente de
cuadro infeccioso previo al neurologico.

En ambos grupos todos los pacientes tuvieron
dentro de su esquema de tratamiento la administracién
de antibiotico s del tipo a-lactamico, cefalosporina y
politerapia antimicrobiana. De igual modo, esteroide
(dexametasona).

Los puntajes en las escalas de ingreso y egreso
(GCS y GOS) aplicadas variaron dependiendo del
diagndstico y estado clinico. De tal modo que 2 de
los pacientes del grupo sin infeccién fallecieron, uno
egreso en estado vegetativo, otro con incapacidad
moderada y 6 tuvieron adecuada recuperacion, en tan-
to que en el grupo con neuroinfeccion un paciente
fallecio y dos se recuperaron.

La estancia hospitalaria promedio fue de 27 dias
con un rango de 7 a 43 dias.En las variables anterior-

Tabla 1. Caracteristicas demograficas.

Variable % Neuroinfeccion
NO ,, (%) SIy (%)
Género Femenino 54 4 (40) 3 (100)
Masculino 46 6 (60)
Diagnostico EVC 39 4(40) 1(33)
Fistulade LCR 39 4(40) 1(33)
HSA 23 4(20) 1(33)
Tipo de drenaje (LRC) DVE 62 6(60) 2 (67)
DSA Lumbar 39 4(40) 1(33)
Sintomas al Ingreso Ninguno 8 - 1(33)
Sd. Cefalalgico 15 2(20)
Sd. De Afeccién NC 15 2(20) -
Mixto 62 6(60) 2(67)
Tipo de Inicio Stibito 69 7(70) 2(67)
Gradual 31 3(30) 1(33)
Antecedente de Importancia Ninguno 15 1(10) 1(33)
HAS 31 3(30) 1(33)
Mixto 15 2(20) -
Otros 39 4(40) 1(33)
Complicaciones No 85 8(80) 3(100)
Si 15 2(20) -
GOS Muerte 23 2(20) 1(33)
Estado Vegetativo 8 1(10)
Incapacidad 8 1(10) -
Recuperacién 62 6(60) 2(67)
Dieta No 46 5(50) 1(33)
Si 54 5(50) 2(67)
Antibiético Cefalosporina 15 2(20) -
B-lactamico 15 2(20) -
Mixto 70 6(60) 3(100)
Esteroide No 54 6(60) -
Si 46 4(40) 3(100)

*,prueba exacta de Fisher
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Tabla 2. Variables descriptivas de la evolucion.

Variable Neuroinfeccdn

NO ,, (Media+DE) Sl 4 (MediazDE)

Edad (Anos) 49.20+11.31 38.67+12.06

Estancia hospitalaria (Dias) 27.20+11.67 27.00+13.45

Temperatura (C 36.14 36.14+0.53 37.26+1.08*

Leucocitos en sangre periférica  Dia 1 12060+4439 13033+1858
Dia 3 10650+4640 12000+6655
Dia 5 10230+4781 12767+2723
Prueba U de Mann Whitney
*p<0.05

mente senaladas y en el resto de las caracteristicas
demograficas que se muestran en la tabla 1y 2 no se
encontraron diferencias esiadisticamente significativas.

En el grupo con neuroinfeccion las tinciones no
evidenciaron microorganismos en la muestra 1 de
LCR. Para el dia 3, las tinciones de Gram evidenciaron
microorganismos en 3 pacientes. También desde la
tercera muestra de LCR, el cultivo mostré crecimien-
to de Pseudomonas sp. Y, para el 52 dia Acinetobacter
y Candida (tabla 3).

Tabla 3. Evolucion de LCR.

Variable Neuroinfeccién
NO 4 (%) Sl (%)
Aspecto LCR 1 Hemorrégico 6(60) 2(67)
Xantocrémico 2(20) 1(33)
Agua de roca 2(20) -
Aspecto LCR 3 Hemorrégico 6(60) 1(33)
Xantocrémico 2(20) 2(67)
Agua de roca 2(20) -
Aspecto LCR 5 Hemorrégico 6(60) 2(33)
Xantocrémico 2(20) 1(33)
Agua de roca 2(20) -
Tincién LCR 1 Sin evidencia de microorganismos 10(100) 3(100)
Tincién LCR 3 Sin evidencia de microorganismos 10(100) -
Gram + - 1(33)
Gram - - 2(67)
Tincién LCR 5 Sin evidencia de 10(100) -
microorganismos
Gram + - 1(33)
Gram - - 2(67)
Cultivo LCR 1 Negativo 10(100) 3(100)
Cultivo LCR 3 Negativo 10(100) -
Positivo - 3(100)
Cultivo LCR 5 Negativo 10(100) -
Positivo - 3(100)
Otros microorganismos LCR 1 No 10(100) 3(100)
Otros microorganismos LCR 3 No 10(100) 2(67)
Pseudomonas - 1(33)
No 10(100) 2(67)
Acinetobacter, Candida - 1(33)

* pruebaexactadeFisher

En la tabla 4 se muestran los resultados del ana-
lisis citoquimico del LCR en el dia 1,3 y 5
observandose en éste Ultimo una diferencia significa-
tiva (p=0.028) para el grupo con neuroinfeccién
predominado los PMN.

Respecto a la biosintesis del ON, se obtuvieron
diferencias estadisticas significativas en la
determninacion de arginina y relacion arginina/citrulina
en el dia 3 en el grupo con neuroinfeccion (p=0.04)
(tabla. 5, graficas 1 y 2), no asi para citrulina y nitra-
tos en el resto de los dias.
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Tabla 4. Citoquimico de LCR.

Variable (LCR ) Dia Neuroinfeccién

NO 44 (%) Sl (%)
Células 1 166+321 3327+5399
3 487+700 1923+3212
5 230+294 968+281*
Diferencia de leucocitos Linfocitos 1 68+31 46+48
PMN 1 20+20 53+47
Linfocitos 3 52+31 43+33
PMN 3 36+27 56+33
Linfocitos 5 6630 57+26
PMN 5 32+29 41+25
Glucosa Dia 1 76+32 47+38
Dia 3 51+20 58+26
Dia 5 66+18 38+38
Proteinas Dia 1 305+334 122+84
Dia 3 112+111 68+60
Dia 5 144+110 68+40
Prueba U de Mann Whitney
Tabla 5. Biosintesis de Oxido Nitrico.
Variable (LCR) Dia Neuroinfeccion p
NO ,, Mediana (rangos) Sl ; Mediana 8rangos)
Arginina 1 4(0-91) 28(3-57) 0.40
3 6(0-38) 42(21-169)* 0.04*
5 12(0-51) 21(8-103) 0.31
Citrulina 1 57(1-305) 53(22-148) 0.87
3 102(8-272) 74(42-543) 0.87
5 45(11-202) 136(36-310) 0.24
Relacin 1 31(0-9) .39(.2-5) 0.87
Argining/Citrulina
3 .09(0-.9) 49(.3-.6)* 0.04*
5 31(0-1) 23(.16-.33) 0.87
Nitratos 1 164(23-13312) 1000(826-1997) 0.23
3 1227(72-7339) 1115(1023-8790) 0.61
5 341(14-4527) 1562(779-1963) 0.49
Prueba U de Mann-Whitney
1
Grifica 1. Determinacion de arginina en LCR dia 3.
Los pacientes con enfermedades

neuroquirdrgicas pueden requerir sistemas externos de
derivacion de LCR que incrementan sustancialmente el
riesgo de neuroinfeccion. La presencia de fiebre y/o
aumento en la celularidad del LCR después de proce-
dimientos neuroquirdrgicos como el senalado pueden
alertar sobre una posible neuroinfeccién, sin embargo,
éstos cambios son dificiles de interpretar ya que pue-
den ser propios de la enfermedad subyacente o el

Grifica 1. Relacion de arginina / citulina dia 3.

procedimiento mismo, adquiriendo valor cuando tie-
nen correlacién con un cultivo de LCR positivo el cual
suele ofrecer resultados en lapso de 48 a 72 horas, en
tanto el diagndstico de meningitis postoperatoria de
manera mas temprana podria reducir la
morbimortalidad siendo deseable marcadores diag-
nésticos adicionales, por lo que hemos desarrollado
el presente estudio piloto determinando la biosintesis
de ON en LCR después de procedimientos
neuroquirdrgicos basandonos en la falta de estudios
previos que avalen el empleo de tales marcadores en
neuroinfeccion bacteriana postquirtrgica.

Se ha observado que el inicio de meningitis
bacteriana después de neurocirugia puede ser mas suitil
que en las meningitis de la comunidad y puede exis-
tir sobreposicion considerable de los datos clinicos
entre meningitis aséptica y meningitis bacteriana.

Tradicionalmente, la cuenta de células en LCR
ha sido considerada como herramienta diagnostica
para el diagndstico diferencial, con una ligera
pleocitosis o una relativa linfocitosis consideradas
como signos de causa no bacteriana, sin embargo,
Ross y colaboradores* reportaron que una pleocitosis
> 1000/ml, sélo tiene una sensibilidad de 61% Y es-
pecificidad de 68% como marcador diagnostico en
LCR en pacientes neuroquirdrgicos con infeccion. Ade-
mas, aunque 94% de pacientes con meningitis
bacteriana tuvieron predominio de PMN en LCR, éste
criterio sélo tuvo una especificidad de 28%. Nuestros
datos muestran resultados similares, encontrando en el
grupo de pacientes con neuroinfeccidon mayor conteo
celular en LCR con predominio de PMN en la muestra
del dia 5 en los pacientes con meningitis respecto de
aquellos sin infeccion.
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Determinacion de biosintesis de oxido nitrico

En estudios previos® el punto de corte estable-
cido en el conteo de células es LCR e» 1700/ml, con
una especificidad de 95% y una baja sensibilidad de
51% con predominio de PMN, considerandolo como
una medida no util ya que 67% de pacientes con
pleocitosis en LCR fue atribuible a hemorragias
intracraneanas severas o al procedimiento
neuroquirdrgico.El presente estudio fue disenado para
evaluar la utilidad de la determinacién de biosintesis
de ON como marcador adicional que ayude a distin-
guir en éste tipo de pacientes la presencia de
meningitis aséptica de neuroinfeccion bacteriana.

Arginina, citrulina y nitratos son sintetizados en
respuesta a diferentes estimulos. Se ha considerado
ésta sintesis como un papel esencial en la inflamacién,
en particular en el espacio subaracnoideo después de
influencia bacteriana como lo sefala el estudio de
Milstien y colaboradores @9 sin embargo, en tal caso
los pacientes incluidos tenian diferencias significativas
respecto a nuestra poblacion, particularmente en nues-
tro estudio los pacientes cuentan con sistema externo
de derivacién de LCR.

Mostramos que las mas altas concentraciones
del sustrato para la formacion de ON se encuentran en
el grupo de pacientes con meningitis bacteriana
postneuroquirdrgica y sistema externo de derivacion
de LCR.

Los grupos de comparacién (pacientes con o
sin infeccién) no mostraron tener diferencias de relevan-
cia en las variables demograficas. Sin embargo,
observamos una diferencia de I°C en la temperatura
corporal de los pacientes con neuroinfeccion respec-
to de los no infectados, no teniendo ninguna
importancia biolégica para el estudio. No se observa-
ron diferencias en el analisis citoquimico del LCR,
excepto en la celularidad del LCR del dia 5 en pacien-
tes con neuroinfeccion como se ha sehalado
anteriormente.

Mostramos que arginina, citrulina y nitratos se
encuentran presentes en todos los pacientes, éstos
Gltimos con rangos muy amplios, sin embargo, en el
caso particular de Arginina y la Relacién Arginina/
Citrulina, ambas se encuentran elevadas en el grupo
de pacientes con neuroinfeccién postquirdrgica, sien-
do notable dicha elevacién hacia el dia 3, no asi en la
determinacioén de los productos finales de la via,
citrulina y nitratos.

Suponemos que estos hallazgos tienen relacion
con la activacion de dos vias simultaneas de formacion
de ON que suelen presentarse en pacientes con
neuroinfeccion bacteriana.

Por un lado la mayor expresion de la NOS? que
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conduce a la formacion de nitratos y citrulina y por
otro lado, el aumento en la expresién de la sintetasa
de argininosuccinato y del transportador de
aminoacidos catidnicos, siendo precisamente la enzi-
ma sintetasa de argininosuccinato el paso limitante en
ésta segunda via de formacion tanto del sustrato
arginina como de nitratos, citrulina y aspartato. Como
hemos sefnalado, en este estudio evidenciamos aumen-
to de la concentracion de arginina y de la relacion
arginina/citrulina en el LCR del 3er. dia en pacientes
que desarrollaron neuroinfeccién, probablemente por
influencia bacteriana en la enzima limitante de la 22. via
senalada teniendo como resultado mayor produccion
de arginina y, dado que no encontramos aumento en
las concentraciones de citrulina y nitratos considera-
mos un probable bloqueo en la expresion de la NOS
2 por uso de esteroide (dexametasona) en el grupo de
pacientes con neuroinfeccion bacteriana en pacientes
con sistema externo de derivacion de LCR.

Consideramos el aumento del niUmero de mues-
tra para validar estas observaciones y poder asi
establecer la utilidad de la determinacion de
biosintesis de ON en éste grupo de pacientes, sin em-
bargo, nuestros resultados, producto de este estudio
piloto, cobran importancia ya que no existen estudios
previos al respecto.

CONCLUSIONES.

1. La poblacién con sistema externo de derivacion de

LCR estudiada se
encontré 23 % de neuroinfeccién en los primeros 5
dias.

2. En la poblacion estudiada al analizar las variables
clinicas y estudios de LCR corroboramos la dificultad
para distinguir infeccién de cambios propios de la
patologia principal.

3. La temperatura corporal mostré 1°C de diferencia
en el grupo con neuroinfeccion.

4. Lacuenta de células en LCR al dia 5 fue mayor en el
grupo con neuroinfeccion predominando los PMN.

5. Respecto al objetivo principal del estudio y dentro
de las limitaciones del tamafo de la poblacion
estudiada encontramos:

a. Los valores de nitratos muestran rangos muy
amplios en éste tipo de pacientes.

b. Diferencias significativas en arginina y en la
relacion argininalcitrulina en el dia 3 en el grupo
de pacientes con neuroinfeccion.

6. Se requiere validar estas observaciones con una
poblacién mas amplia paraestablecer la utilidad
potencial de estos marcadores en pacientes con
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sistema externo de derivacion de LCR vy riesgo de
neuroinfeccion.

Abreviaturas

Arginina: L-arginina

DVE: Drenaje ventricular externo (ventriculostomia)
DSA lumbar: Drenaje subaracnoideo lumbar
EVC: Enfermedad vascular cerebral

HSA: Hemorragia subaracnoidea

LCR: Liquido cefalorraquideo

LPS: Lipopolisacaridos

NOS: Sintasa del oxido nitrico

ON: Oxido nitrico

PMN: Polimorfonucleares

SNC: Sistema nervioso central

CIFRAS NORMALES EN HUMANOS EN LCR™

Arginina: 22.1sM ©9
20.1rm ©Y
Citrulina: 14.2-21.6 sM®?
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