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INTRODUCCION

En pacientes sometidos a neurocirugia se observan con frecuencia cambios en la
composiciéon del liquido cefalorraquideo (LCR) con diferentes grados de pleocitosis.
Estas alteraciones inflamatorias del LCR pueden ser el resultado de enfermedades
cerebrales subyacentes, consecuencia del procedimiento neuroquirtirgico mismo
(meningitis aséptica), o de infecciones bacterianas del sistema nervioso central. En este
contexto, 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 después de procedimientos neuroquirirgicos son
causadas por una amplia variedad de microorganismos. Los gérmenes de adquisicion
intrahospitalaria son usualmente diferentes y a menudo mas virulentos que las bacterias

asociadas con infecciones del sistema nervioso adquiridas en la comunidad.

La meningitis postoperatoria ocurre en 0.5% a 0.7% de los procedimientos

neuroquirirgicos y con mayor frecuencia es causada por Staphyvlococcus 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 radiolégicos. Los pacientes 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 tinciéon 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 celular de varios microorganismos que causan

meningitis postoperatoria como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae son

estimulantes potentes para la liberacion de citocinas periféricamente y en el SNC 7
asimismo, ocurre sintesis y liberacion de ON, radical libre que tiene varias funciones
importantes en el SNC como mediador de procesos fisiologicos y patologicos. En el
contexto de nuestro estudio, es importante mencionar su influencia en los procesos de
infeccién bacteriana posterior a procedimientos neuroquirtrgicos meritorios de sistema
externo de derivacion 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 oportunamente cuando la etiologia bacteriana
esta presente. El estandar para el diagnostico de certeza de meningitis bacteriana
postoperatoria es el cultivo de un germen patogeno en LCR acorde con un cuadro clinico
compatible 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 antibidticos
es variable pero puede tomar entre 48 y 72 horas y un diagndstico mas temprano de
meningitis postoperatoria puede reducir la morbilidad y mejorar el pronostico. 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, relacion arginina/citrulina y nitratos) para su uso
como indicadores potenciales de infeccion bacteriana en LCR después de procedimientos

neuroquirirgicos.

11. ANTECEDENTES

El ON es un radical libre que estd implicado en muchas funciones biologicas
importantes ¥ Como testimonio de la rapida expansion en el conocimiento de sus
multiples papeles bioldgicos, después de su descubrimiento en 1987, fue nombrada
molécula del afio en 1992.

El ON es producido a partir de L-arginina (arginina) clasificada como aminoéacido 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 y citrulina.

En esta conversion participa la sintasa de 6xido nitrico (NOS), enzima flavoproteica
homodimérica (130-150 subunidades kDA). siendo requeridos ademés cofactores como
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH), tetrahidrobiopterina
(BH4), flavin adenindinucleétido (FAD), flavin mononucledtido (FMN), oxigeno (O,) y
protoporfirina IX 7.

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 producido por la
accién de la NOS en células endoteliales, neuronas, astrocitos y macréfagos '". La
enzima NOS existe en tres isoformas 2.

La NOS tipo I (NOS-1). o NOS neuronal (nNOS), es calcio dependiente y fue
originalmente descubierta en las neuronas, se encuentra también en ciertas células
epiteliales. La NOS tipo II (NOS-2) es también conocida como NOS inducible (iNOS), es
calcio independiente; se encuentra principalmente en macrofagos, hepatocitos y astrocitos

(13 donde su

-éstos ultimos contienen la mas alta concentracion del precursor L-arginina
expresion puede ser inducida por LPS y citocinas. La NOS tipo 1II (NOS-3) o NOS
endotelial (eNOS), calcio dependiente, fue inicialmente identificada como la enzima que
produce el factor relajante derivado del endotelio (FRDE).

Ambas, NOS-1 y NOS-3 son a menudo agrupadas juntas como NOS constitutiva (cNOS)
y producen pequeiias cantidades de ON y su actividad esta regulada por Calcio. Por otra
parte, NOS-2 no es expresada en células en reposo pero si inducida por endotoxinas,
citocinas proinflamatorias, incluyendo interleucina-1, interferén gamma (IFNy). y factor
de necrosis tumoral alfa (FNTa). La NOS-2 depende de calmodulina y las
concentraciones de calcio intracelular. NOS-2 produce altos niveles de ON comparados
con NOS-1 o NOS-3. Bajos niveles de ON producido por ¢cNOS son responsables de los
efectos fisiologicos (regulacion del tono vascular) y las elevadas cantidades de ON
producido por iNOS estan asociadas con los efectos patologicos *'*'),

Como se ha sefialado. el ON es producido durante la conversion directa de arginina a

citrulina. Después es rapidamente metabolizado, principalmente 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 frecuentemente como indicadores de la produccion de ON, en muchos casos, en
relacion con procesos infecciosos sistémicos; también se han medido nitritos. nitratos
como metabolitos estables del ON en LCR de pacientes con enfermedades

7. 5 . . ) A -
'718) v en pacientes con meningitis '”’ como lo sefiala el estudio de

neurodegenerativas '
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 incremento %2

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 ?'* de la capsula de
microorganismos causantes de meningitis postoperatoria puedan resultar elevados en
neuroinfeccion bacteriana, sin embargo. no hay suficientes estudios al respecto que
sustenten dicha aseveracion.

Asi. los resultados de un gran nimero de estudios 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 2423,

Por lo tanto, considerando que determinaciones cuantitativas del precursor arginina y su
conversion a citrulina, relacion arginina/citrulina, asi como los productos de degradacion

del ON (nitratos) producidos durante meningitis bacteriana postquirtirgica en pacientes

neuroquirtrgicos con sistemas externos de derivacion de LCR no han sido realizadas. en

h



el presente estudio se realizaran dichas determinaciones para el diagnéstico diferencial de
meningitis aséptica vs. bacteriana, especulando que la biosintesis del mediador

inflamatorio ON se ve incrementada intratecalmente tras la influencia bacteriana.

1Il. PREGUNTA DE INVESTIGACION

;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?

IV. HIPOTESIS

HO. La determinacion de biosintesis de oxido 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
diagnostico diferencial de meningitis aséptica vs. meningitis bacteriana

postoperatorias en pacientes con sistema externo de derivacion de LCR.



V. JUSTIFICACION

Los pacientes 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 informacion “tardia”
(48-72 horas), considerando ademads, que la cuenta leucocitaria y otras citocinas

proinflamatorias en LCR tienen baja sensibilidad y especificidad Q)

respecto a
neuroinfeccion en pacientes postquirirgicos. Se explora la posibilidad de que otros
marcadores bioquimicos pudieran indicar tempranamente la presencia de infeccion y lo
hicieran independientemente de la presencia de hemorragia, tumor o procedimiento
quirtrgico y de la repercusion que estos procesos tuvieran en el LCR. Se espera que las
concentraciones de los marcadores de biosintesis de oxido nitrico analizados resulten
elevadas y sugieran que diferentes enfermedades o procedimientos neuroquirdrgicos
pueden inducir dicha elevacion, pero que las neuroinfecciones inducen su mas alta
sintesis y liberacion y que podrian ser empleadas como marcadores diagnodsticos de
infeccion temprana del LCR en pacientes neuroquirtirgicos y, que una baja concentracion
de estos marcadores en LCR con un cultivo de LCR negativo puedan apoyar el retiro de
terapia antimicrobiana empirica o ayudar a dirigirla de manera mas apropiada hacia otro

posible foco, reduciendo los efectos adversos y la presencia de microorganismos

multiresistentes, mejorando asi costos y eficacia.



VI. OBJETIVO

Evaluar si las concentraciones de arginina, citrulina y nitratos en LCR de pacientes
neuroquirtrgicos con sistema externo de derivacion de LCR pueden ser utilizadas como
herramientas para el diagndstico diferencial temprano de meningitis aséptica vs.

meningitis bacteriana postquirtrgica.

VII. 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 1°
de Diciembre de 2003 al 31 de Diciembre de 2004 por EVC hemorragica hipertensiva
con irrupcion 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 intensivos. El Comité de Investigaciones

Clinicas de nuestra institucion aprobo el protocolo del estudio.

CRITERIOS DE INCLUSION
1. Pacientes de 18 a 65 afios de edad
2. De ambos sexos

Pacientes en el postoperatorio inmediato de colocacion de DVE por EVC

(8]



8.

En quienes se previ6 la permanencia del DVE por un minimo de 5 dias
Pacientes con fistula de LCR en quienes se instala un DSA lumbar
Permanencia minima del DSA lumbar de 5 dias

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

Con expectativa de vida mayor de 5 dias

CRITERIOS DE EXCLUSION

I

Pacientes con infeccion del SNC documentada al inicio del estudio

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 urgencia y se realicen
fuera de quir6fano

5. Pacientes que por resangrado u otra condicion fallezcan en una estancia menor
a5 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 envid muestra de LCR al laboratorio para los andlisis de

9



rutina (estudio citoquimico, tinciones y cultivo) y una alicuota simultanea de LCR fue
almacenada a —80°C (-112°F) en tubos de plastico hasta la determinacion de arginina,
citrulina, relacion arginina/citrulina y nitratos, para finalmente realizar el analisis de
resultados comparando las diferencias entre los que desarrollaron infeccion y los que no.

Las mediciones de biosintesis de 0xido nitrico se realizaron mediante Cromatografia de

liquidos de alta resolucion en fase reversa.

Arginina-Citrulina:

Procesamiento de las muestras:

100 plitros 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 1:10 y
100 plitros del sobrenadante diluido se hacen reaccionar por 1 minuto en un vortex con
un volumen igual del reactivo de OPA/ME (se prepara de la siguiente manera: 25 mg de
o-ftalaldehido se disuelven en 625 plitros de metanol absoluto. se agregan 5.6 ml de
amortiguador de boratos pH=9.5; se agregan 25 plitros de mercaptoetanol). La mezcla de
reaccion se inyecta inmediatamente al cromatografo.

Equipo:

Las muestras se analizan en un cromatégrafo compuesto por una bomba binaria Perkin
Elmer Serie LC200 equipada con un loop de 20 plitros, un detector de fluorescencia
Beckman Modelo 157 y una columna Adsorbosphere OPA HS (C18, 5 micras de
diametro de particula, 4.6x100 mm, Alltech). Las sefiales se analizan con un integrador
HP 3396. Serie II.

10



Condiciones cromatogrdficas:

La cromatografia se realiza por gradiente utilizando 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 plitros 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
1:10 y se inyecta al cromatografo.

Equipo:

Las muestras se analizan con un cromatdgrafo equipado con una bomba isocratica Perkin
Elmer Serie LC250 equipada con un loop de 50 plitros. 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
sefales se analizan con el software Turbochrom version 4.1 de Perkin Elmer.
Condiciones Cromatogrdficas:

La cromatografia se realiza utilizando una solucion de octilamina pH=6.1 como fase

movil a flujo constante de 1.2 ml/min.
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RECOLECCION DE DATOS Y SEGUIMIENTO
Se revisaron los registros médicos de los pacientes y se obtuvo la siguiente informacion:
edad y género, diagnostico de ingreso, fecha y tipo de sistema 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

28 (GCS: Respuesta motora: 6, obedece; 5, localiza estimulos

Glasgow al ingreso
dolorosos: 4. respuesta de retirada: 3., respuesta flexora; 2, respuesta extensora y I,
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 estimulo doloroso y 1. ausente).

De igual forma se incluyo la escala de egreso de Glasgow'™ (GOS: Glasgow Outcome
Scale; 1. muerte: 2. estado vegetativo: 3. incapacidad severa con dependencia funcional:
4, incapacidad moderada con independencia aunque no regresa al trabajo o escuela; y §
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 constantes corporales como temperatura; si existia condicion de ayuno o dieta
por alguna via, administracion concomitante de antibidticoterapia y esteroides.

Se registraron resultados de estudios paraclinicos en sangre y LCR obtenidos del
laboratorio clinico y de infectologia tales como cuenta leucocitaria en sangre, aspecto del
LCR, numero y tipo de células en LCR, proteinorraquia y glucorraquia; resultados de
tinciones y cultivos en LCR de los dias preestablecidos (1,3 y 5).

12



ANALISIS ESTADISTICO

Se analizé la distribucion de los datos empleando medidas de tendencia central y
dispersion.

Se describieron y analizaron las variables nominales mediante la prueba de x’ y prueba
exacta de Fisher.

Las variables dimensionales fueron analizadas mediante la prueba ¢ 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 utilizé el paquete estadistico SPSS version 10.0

VIII. RESULTADOS

Un total de 13 pacientes (7 mujeres y 6 hombres; edad promedio de 49 afios en el grupo
sin infeccion y 39 afios en el grupo con neuroinfeccion; con un rango de edad de 26 a 76
afios) postoperados de colocacion de sistema externo de derivacion 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 neuroinfeccion
bacteriana postquirtrgica y otro sin infeccion bacteriana. En el grupo sin infeccion los
diagnosticos al ingreso fueron EVC hemorragica hipertensiva en 4 pacientes. hemorragia
subaracnoidea en 2 pacientes y 4 pacientes con fistula de LCR mientras que en el grupo

con neuroinfeccion se tuvo un caso para cada uno de estos diagndsticos



Durante su estancia en el hospital la dieta fue administrada via enteral o parenteral
mientras que algunos 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 neuroinfeccion 2
pacientes tuvieron dieta y uno se mantuvo en ayuno.

De acuerdo al diagnostico de ingreso, estado clinico e indicacion terapéutica el tipo de
sistema externo 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
neuroinfeccion 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
administracion de antibidticos del tipo [-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 diagnéstico y estado clinico. De tal modo que 2 de los pacientes del
grupo sin infeccion fallecieron, uno egreso en estado vegetativo, otro con incapacidad
moderada y 6 tuvieron adecuada recuperacion, en tanto 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 anteriormente sefialadas y en el resto de las caracteristicas demograficas
que se muestran en la Tabla 1 y 2 no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas.
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Obtuvimos diferencia en el grupo con neuroinfeccion vs. sin infeccion en la variable

temperatura, observandose diferencia de 1°C en el grupo con neuroinfeccion respecto a

los no infectados, con una media de 37.26 y DE + 1.08 p<0.05 (Tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas demogrificas

Variable % Neuroinfeccidn
NO 1 (%) SI (%)
Género Femenino 54 4 (40) 3(100)
Masculino 46 6 (60) -
Diagnoéstico de Ingreso EVC 39 4 (40) 1(33)
Fistula de LCR 39 4 (40) 1(33)
HSA 23 2(20) 1(33)
Tipo de drenaje (LCR) 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 Afeccion NC 15 2 (20) =
Mixto 62 6 (60) 2(67)
Tipo de Inicio Subito 69 7(70) 2(67)
Gradual 31 3 (30) 1(33)
Antecedente de Ninguno 15 1(10) 1(33)
Importancia HAS 31 3 (30) 1(33)
Mixto 15 2 (20) -
Otros 39 4 (40) 1(33)
Complicaciones No 85 8 (80) 3 (100)
Si 13 2(20) =
GOSs Muerte 23 2(20) 1(33)
Estado Vegetativo 8 1(10) -
Incapacidad 8 1(10) -
Recuperacion 62 6 (60) 2(67)
Dieta No 46 5 (50) 1(33)
Si 54 5(50) 2(67)
Antibidtico Cefalosporina 15 2(20) .
f-lactamico 15 2(20) 5
Mixto 70 6 (60) 3(100)
Esteroide No 54 6 (60) -
Si 46 4 (40) 3(100)
x°, prueba exacta de Fisher
Tabla 2. Variables descritptivas de la evolucidn
Variable Neuroinfeccion
NO 4y (MediazDE) SI 3 (MediatDE)
Edad (Anos) 492011 .31 38.67+12.06
Estancia Hospitalaria (Dias) 27.20£11.67 27.00+13 .45
Temperatura (°C) 36.14+0.53 37.26+1.08*
Leucocitos en sangre | Dia | 12060+4439 130331858
periférica Dia 3 10630+4640 12000£6635
Dia 5 1023044781 12767+2723

Prueba U de Mann Whitney
*n <0.05

th




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 crecimiento

de Pseudomonas sp. y, para el 5° dia Acinetobacter y Candida (Tabla 3).

Tabla 3. Evolucion de LCR

Variable Neuroinfeccion
NO 10 (%) 81, (%)
Aspecto LCR 1 Hemorragico 6 (60) 2 (67)
Xantocromico 2(20) 1(33)
Agua de roca 2(20) -
Aspecto LCR 3 Hemorragico 6 (60) 1(33)
Xantocromico 2 (20) 2(67)
Agua de roca 2(20) -
Aspecto LCR 5 Hemorragico 6 (60) 1(33)
Xantocromico 2 (20) 1(33)
Agua de roca 2(20) -
Turbio - 1(33)
Tincién LCR 1 Sin evidencia de 10 (100) 3(100)
MmICroorganismos
Tincion LCR 3 Sin evidencia de 10 (100) -
Il]inﬂ(‘]’gaﬂlS“]nS
Gram+ 1(33)
Gram - - 2 (67)
Tincidn 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 Negalivo 10 (100) =
Positivo - 3(100)
Cultivo LCR 5 Negalivo 10 (100) -
Positivo - 3 (100)
Otros microorganismos No 10 (100) 3 (100)
LCR 1
Otros microorg, No 10 (100) 2(67)
LCR 3 Pseudomonas - 1 (33)
Otros microorganismos No 10 (100) 2(67)
LCRS
Acinetobacter, Candida 1(33)

¥, prueba exacta de Fisher
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En la Tabla 4 se muestran los resultados del analisis citoquimico del LCR eneldial,3y

5, observandose en éste ultimo una diferencia significativa (p=0.028) para el grupo con

neuroinfeccion predominando los PMN.

Tabla 4. Citoquimico de LCR

Variable (LCR)

Neuroinfeccion

Dia NO 4, (MediatDE) SI ;(MediazDE)
Células | 166321 3327+5399
3 487+700 1923+3212
5 230+294 968+281*
Diferencial de leucocitos Linfocitos | 68+31 46148
PMN 1 20420 53447
Linfocitos 3 52431 43+33
PMN 3 36+27 56+33
Linfocitos 5 6630 57426
PMN 5 32429 41+25
Glucosa Dia | 7632 47438
Dia 3 51420 58426
Dia § 6618 38+38
Proteinas Dia | 305+334 122484
Dia 3 112111 6860
Dia 3 144110 6840

Prueba U de Mann-Whitney
*n<0.05

Respecto a la biosintesis del ON, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas

-~

en la determinacion 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 nitratos en el resto

de los dias.

Tabla 5. Biosintesis de Oxido Nitrico

Variable (LCR) Neuroinfeccion p
Dia NO 4 Sl
Mediana (rangos) Mediana (rangos)
Arginina 1 41091 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
Relacion 1 31 (0-9) 39(.2-5) 0.87
Arginina/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
] 341 (144527) 1562 (779-1963) 0.49

Prueba U de Mann-Whitney
*p<0.05
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IX. DISCUSION

Los pacientes con enfermedades neuroquirtrgicas 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 procedimientos
neuroquirtrgicos como el sefialado pueden alertar sobre una posible neuroinfeccion. sin
embargo, éstos cambios son dificiles de interpretar ya que pueden ser propios de la
enfermedad subyacente o el procedimiento mismo. adquiriendo valor cuando tienen
correlacion con un cultivo de LCR positivo el cual suele ofrecer resultados en lapso de 48
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a 72 horas, en tanto el diagnostico de meningitis postoperatoria de manera mas temprana
podria reducir la morbimortalidad siendo deseable marcadores diagnosticos adicionales,
por lo que hemos desarrollado el presente estudio piloto determinando la biosintesis de
ON en LCR después de procedimientos neuroquirtrgicos basandonos en la falta de
estudios previos que avalen el empleo de tales marcadores en neuroinfeccion bacteriana
postquirurgica.

Se ha observado que el inicio de meningitis bacteriana después de neurocirugia puede ser
mas sutil que en las meningitis de la comunidad y puede existir 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 diagnostico 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, s6lo tiene una sensibilidad de
61% v especificidad de 68% como marcador diagndstico en LCR en pacientes
neuroquirtrgicos con infeccion. Ademads, aunque 94% de pacientes con meningitis
bacteriana tuvieron predominio de PMN en LCR., éste criterio s6lo tuvo una especificidad
de 28%. Nuestros datos muestran resultados similares, encontrando en el grupo de
pacientes con neuroinfeccion mayor conteo celular en LCR con predominio de PMN en
la muestra del dia 5 en los pacientes con meningitis respecto de aquellos sin infeccién.

En estudios previos ' el punto de corte establecido en el conteo de células en LCR es
> 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
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pleocitosis en LCR fue atribuible a hemorragias intracraneanas severas o al
procedimiento neuroquirtrgico.

El presente estudio fue disefiado para evaluar la utilidad de la determinacion de
biosintesis de ON como marcador adicional que ayude a distinguir 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 sefiala el estudio de

29 sin embargo, en tal caso los pacientes incluidos tenian

Milstien y colaboradores
diferencias significativas respecto a nuestra poblacion, particularmente en nuestro estudio
los pacientes cuentan con sistema externo de derivacion 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 postneuroquirirgica y
sistema externo de derivacion de LCR.

Los grupos de comparacion (pacientes con o sin infeccion) no mostraron tener diferencias
de relevancia en las variables demograficas. Sin embargo, observamos una diferencia de
1°C en la temperatura corporal de los pacientes con neuroinfeccion respecto de los no
infectados, no teniendo ninguna importancia bioldgica para el estudio. No se observaron
diferencias en el analisis citoquimico del LCR, excepto en la celularidad del LCR del dia
5 en pacientes con neuroinfeccion como se ha sefialado anteriormente.

Mostramos que argining. citrulina y nitratos se encuentran presentes en todos los
pacientes, éstos ultimos con rangos muy amplios. sin embargo, en el caso particular de
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Arginina y la Relacion Arginina/Citrulina, ambas se encuentran elevadas en el grupo de
pacientes con neuroinfeccion postquirtrgica, siendo notable dicha elevacion hacia el dia
3, no asi en la determinacion de los productos finales de la via, citrulina y nitratos.
Suponemos que estos hallazgos tienen relacion con la activacion de dos vias simultdneas
de formacion de ON que suelen presentarse en pacientes con neuroinfeccion bacteriana.
Por un lado la mayor expresion de la NOS 2 que conduce a la formacion de nitratos y
citrulina y por otro lado, el aumento en la expresion de la sintetasa de argininosuccinato y
del transportador de aminoacidos cationicos, siendo precisamente la enzima sintetasa de
argininosuccinato el paso limitante en ésta segunda via de formacion tanto del sustrato
arginina como de nitratos, citrulina y aspartato. Como hemos sefialado, en este estudio
estudio evidenciamos aumento de la concentracion de arginina y de la relacion
arginina/citrulina en el LCR del 3er. dia en pacientes que desarrollaron neuroinfeccion,
probablemente por influencia bacteriana en la enzima limitante de la 2% via sefalada
teniendo como resultado mayor produccién de arginina y, dado que no encontramos
aumento en las concentraciones de citrulina y nitratos consideramos 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 nimero de muestra para validar estas observaciones y
poder asi establecer la utilidad de la determinacion de biosintesis de ON en éste grupo de
pacientes, sin embargo, nuestros resultados, producto de este estudio piloto, cobran

importancia ya que no existen estudios previos al respecto.
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CONCLUSIONES.

En la poblacion con sistema externo de derivacion de LCR estudiada se

encontré 23 % de neuroinfeccion en los primeros 5 dias.

En la poblacion estudiada al analizar las variables clinicas y estudios de LCR

corroboramos la dificultad para distinguir infeccion de cambios propios de la

patologia principal.

La temperatura corporal mostr6 1°C de diferencia en el grupo con

neuroinfeccion.

La cuenta de células en LCR al dia 5 fue mayor en el grupo con

neuroinfeccion predominando los PMN.

Respecto al objetivo principal del estudio y dentro de las limitaciones del

tamaiio 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 arginina/citrulina en
el dia 3 en el grupo de pacientes con neuroinfeccion.

Se requiere validar estas observaciones con una poblacion mas amplia para

establecer la utilidad potencial de estos marcadores en pacientes con sistema

externo de derivacion de LCR y riesgo de neuroinfeccion.



% ANEXOS

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: 22.4 uM tff]l
20.1 pM @Y 1
Citrulina: 14.2-21.6 uM ©*



HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

BIOSINTESIS DE OXIDO NITRICO

EN LCR DE PACIENTES CON SISTEMA EXTERNO DE DERIVACION

NOMEBRE DEL PACIENTE:

CLAVE DE MUESTRA:

FECHA DE INGRESO: dd/mm/aa

SEXO: M F EDAD afos REG HOSP
DIAGNOSTICO:
SERVICIO DE INGRESO:
SERVICIO DE ESTANCIA:

FECHA DE INTERVENCION NEUROQUIRURGICA:
OBSERVACIONES:

TIPO DE DRENAJE [1)DVE=ventriculostomia:localizacién, corta o larga; 2) DSA lumbar]
I0T/VMA:

SINTOMATOLOGIA/SIGNOLOGIA DE INGRESO

S. Cefalalgico S. HIC

S.Meningeo S.Convulsivo Focalizacion

S. Febril S.FM N. Crar

S. Infeccioso S. Mov. Anormales_____ Déficit motor

Otros

Edo. de conciencia al ingreso Alerta/Confusion / Somnolencia / Estupor / Coma

Escala de Coma de Glasg

Respuesta motora Respuesta verbal Apertura ocular

6 Obedece

5 Localiza estimulos dolorosos 5 Orientado

4 Respuesta de retirada 4 Conversacion confusa 4 Espontanea

3 Respuesta flexora 3 Palabras inapropiadas 3 A laorden verbal

2 Respuesta extensora 2 Sonidos ininteligibles 2 Al estimulo doloroso
1 Respuesta ausente 1 Respuesta ausente I Ausente

TIPO DE INICIO: Subito Gradual

TIPO DE EVOLUCION: Progresivo Recurrente Otro
TIEMPO DE EVOLUCION: Meses Dias

CUADRO INFECCIOSO PREVIO al neurolégico Sl NO
DESCRIBA

ANTECEDENTES DE MPORTANCIA,
ENFERMEDAD CONCOMITANTE

EXPLORACION GENERAL DE INGRESO
Solo datos positivos

SV TA FC FR T °C
ESTADO DE CONCIENCIA

ESTADO MENTAL

NERVIOS CRANEALES

PAPILEDEMA Sl NO

REFLEJOS PATOLOGICOS y ATAVICOS SI NO
ALTERACION MOTORA SI NO

SIGNOS MENINGEOS Sl NO
SENSIBILIDAD ALTERADA NO ALTERADA

MOVIMIENTOS ANORMALES SI NO

CEREBELO ALTERADO NO ALTERADO




DIETA:

Dia

Tipo

Via

TRATAMIENTO:
ANTIBIOTICO:

Dia

Tipo

Via

Ddsis

ESTEROIDE:

Dia

Profilaxis

Via

Désis

OTROS:

LABORATORIO GENERAL:

Fecha

Hb/Hto

Leucocitos
(diferencial:
N%, L%)

Plaquetas

Tp,TTP

Glucosa

Otras
alteraciones
relevantes

LCR:

FECHA

 (y dia)

Tipo de drenaje

Aspecto

TI/TF

Células

Diferencial
(L.S,EM%)

Proteinas

Glucosa

Tinciones

Cultivos

EVOLUCION:

ESTANCIA HOSPITALARIA dias
COMPLICACIONES

CONDICION DE EGRESO

Escala de egreso de Glasgow (GOS: Glasgow Outcome Scale: 1, muerte; 2, estado vegetativo, 3, incapacidad severa
con dependencia funcional, 4, incapacidad moderada con independencia aunque no regresa al trabajo o escuela; y 5 con

buena recuperacion) 26
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