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RESUMEN

Se realizé un estudio exploratorio transversal descriptivo . La muestra se seleccion6
entre los pacientes que ingresaron en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
Pediatrico “Juan Manuel Marquez” de La Habana y los que asistieron a la Unidad de
Emergencias del Hospital Pediatrico de Matanzas en el periodo comprendido entre
los meses de marzo y agosto del afio 2003. Se determind la concentracion de IL6
en el liquido cefalorraquideo y el suero con el uso de un ensayo tipo ELISA.
Nuestros resultados muestran que este mediador alcanza concentraciones
significativamente superiores en el liquido cefalorraquideo de pacientes portadores
de meningitis bacteriana. Teniendo en cuenta estas observaciones, la IL-6
dosificada en liquido cefalorraquideo pudiera ser una variable discriminatoria en la
meningitis.
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INTRODUCCION

La meningitis es la respuesta inflamatoria que tiene lugar en el espacio
subaranoideo con participacién de las células leptomeningeas ante agresiones que
pueden ser de naturaleza infecciosa, quimica (contrastes, medicamentos), tumoral
(meningitis carcinomatosa) o autoinmune (vasculitis). Las manifestaciones clinicas
fundamentales son: cefalea, fiebre, meningismo y pleocitosis en el liquido
cefalorraquideo A pesar de los grandes avances conseguidos con el tratamiento
antimicrobiano y en las medidas de soporte del nifio gravemente enfermo, la
meningitis sigue presentando una elevada morbilidad y mortalidad. Esto se debe
fundamentalmente a complicaciones neurolégicas secundarias a la meningitis
bacteriana, como por ejemplo: hidrocefalia, isquemia cerebral, edema cerebral y
aumento de la presion intracraneal. Esta razén ha impulsado, a lo largo de los
ultimos 15 afios, una intensa investigacion sobre los mecanismos fisiopatoldgicos
de la disfuncion cerebral asociada a la meningitis (3). Es evidente que los
mecanismos de defensa del Sistema Nervioso Central (SNC) son relativamente
ineficaces en erradicar la mayoria de los patégenos meningeos y, ademas, los
resultados obtenidos en estos estudios subrayan que el dafio cerebral, se debe
fundamentalmente a la puesta en marcha de la maquinaria de defensa del
organismo, en especial la respuesta inflamatoria contra el patdbgeno en el espacio
subaracnoideo (4). La disfuncidén cerebral asociada a meningitis es determinada,
fundamentalmente, por la complicada red de interacciones entre el sistema inmune,
las células del sistema nervioso central, los vasos sanguineos y muy diversos
factores solubles como citoquinas, quimioquinas, enzimas proteoliticas, radicales
libres de oxigeno y 6xido nitrico.

Las principales citoquinas implicadas en el inicio y mantenimiento de la respuesta
inflamatoria en la meningitis son la interleuquina 1 (IL-1), la interleuquina 6 (IL-6)
y el factor de necrosis tumoral alfa, el tumor necrosis factor (TNF-?)(5-7). Algunos
autores reportan diferencias significativas en cuanto a la concentracion de esta
ultima citoquina, asi como de su receptor soluble en la fase aguda de meningitis de
etiologia bacteriana y proponen que su concentracion en el liquido cefalorraquideo
tiene valor discriminatorio (8). Otros autores han encontrado diferencias
significativas en este mismo sentido en cuanto a las concentraciones de IL-1 e IL-6
(9).También se han informado niveles elevados de nitritos, un marcador de la
produccion de oOxido nitrico, en el liquido cefalorraquideo de los pacientes
portadores de meningitis (10-11). La compleja red regulatoria citoquinal
desencadena a su vez la induccion de otro grupo de proteinas que han sido
relacionadas con la respuesta temprana del hospedero a la infeccion, las
denominadas proteinas de fase aguda. Entre ellas la proteina C reactiva se ha
vinculado con la severidad de la infeccion (12) y en el caso de la meningitis,
algunos autores han descrito que aunque su aumento no es especifico de la
meningitis bacteriana sus niveles séricos pueden ser un indicador de utilidad en el
diagndstico diferencial con la meningits aséptica. (13)

En conjunto, los factores microbianos, las citocinas y otros mediadores
inflamatorios producidos a nivel local y sistémico, que median en gran medida el
dafio meningeo de modo directo, asi como los profundos cambios en la homeostasis
que ellos desencadenan con traduccion metabdlica, humoral, nutricional y
fisioldgica, orquestan el cuadro sindrémico individual y favorecen o complican el
control de la infeccibn meningea. La valoracion integral de esta compleja respuesta
a partir de la definicion de marcadores relevantes pudiera contribuir a la precision
en el diagnoéstico temprano de la meningitis, a su prondstico y a la orientacion y
seguimiento de la terapéutica. Por ello es de importancia revelar cuales de estos
parametros pueden enriquecer la evaluacion clinica tradicional, establecer eventos
claves en la fisiopatologia de la meningitis o identificar posibles dianas de
intervencioén terapéutica.



En el presente trabajo se explord el comportamiento de IL-6 y su asociacion con la
respuesta inflamatoria local y sistémica en pacientes pediatricos con meningitis
aséptica y bacteriana. La descripcion del comportamiento de esta variable en
liquido cefalorraquideo y suero de los pacientes en el momento del diagnéstico
clinico, la valoracion de su relacidon con parametros tradicionalmente utilizados en el
diagnostico diferencial de la meningitis, asi como su relacion con la estadia
hospitalaria, son los elementos basicos que aborda la presente investigacion.

METODO

Se realizé un estudio exploratorio transversal descriptivo . La muestra se seleccion6
entre los pacientes que ingresaron en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
Pediatrico “Juan Manuel Marquez” de La Habana y los que asistieron a la Unidad de
Emergencias del Hospital Pediatrico de Matanzas en el periodo comprendido entre
los meses de marzo y agosto del afio 2003. Se incluyeron aquellos pacientes en los
que se constataron los siguientes criterios:

(a) Sospecha de infeccion del SNC (de acuerdo a los criterios del Programa Nacional
de Prevencion y Control de Sindromes Neurolégicos Infecciosos) , debido a:

« Sindrome meningeo y /o encefalico

= Sindrome febril agudo sin localizacion

= Trastorno inexplicable de la conducta

e Sindrome purpurico febril

« Convulsioén con fiebre

« Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica

(b) Puncién lumbar positiva, segun valores de células blancas, proteinas y glucosa
en liquido cefalorraquideo y teniendo en cuenta los valores de normalidad
expresados en la Tabla No.lI.

Tabla No. 1.
Valores de normalidad de parametros en el liquido cefalorraquideo en
nifos.

. LACTANTES Y
RECIEN NACIDOS NIKIOS MAYORES
Pretérmino A término

Leucocitos (mm 3 ) 0-29 0-32 0-6
Proteinas (mg/dL) 65-150 20-170 15-45
Indice Glucosa

LCR/sangre (%) 55-105 44-248 60-90
Glucosa (mg/dL) 24-63 24-119 40-80

De acuerdo al diagndstico se constituyeron dos grupos experimentales: pacientes
portadores de meningitis bacteriana y pacientes portadores de meningitis aséptica.



La meningitis bacteriana se identifico por:

1 - La presencia de cultivo positivo del Liquido Cefalorraquideo (LCR)
2- La presencia de estructuras bacterianas identificadas por la tincion de Gram.

3- Cultivo positivo de sangre periférica, asociado a hallazgos anormales en LCR, en
cuanto a estudio citoldgico, niveles de glucosa y proteinas.

Los pacientes que presentaron alteraciones en los niveles de glucosa, proteinas y el
conteo celular del LCR, pero en los que no se pudo demostrar la presencia de
bacterias en LCR o sangre periférica, se consideraron portadores de meningitis
aséptica. Obtencion de los especimenes de sangre periférica y liquido
cefalorraquideo.

Las muestras de sangre periférica y LCR se obtuvieron de los pacientes en el
momento del ingreso. La extraccion de sangre se realiz6 por puncidon venosa; se
extrajeron 2,5 ml de sangre en tubo seco de 13 x 100 mm y se procedié a su
centrifugacion. El LCR se obtuvo por punciéon lumbar. Se realizé estudio citoquimico
de forma inmediata. La determinacion de la concentracién de glucosa en el suero y
el LCR se realiz6 por el método de la glucosa oxidasa. Los niveles de proteinas en el
LCR se determinaron, utilizando el método turbidimétrico basado en la precipitacion
de proteinas con acido sufosalisilico. Una vez realizadas estas determinaciones
inmediatas, se separaron alicuotas de ambos especimenes y se almacenaron a — 20
oC.

Ensayo para cuantificacion de IL-6 humana.

Se determind la concentracion de IL6 en el LCR y el suero con el uso de un ensayo
tipo ELISA que utiliza como anticuerpo de captura un monoclonal especifico para IL-
6 humana (5E1) y como segundo anticuerpo, un policlonal de conejo anti-IL6
humana conjugado a biotina. Las placas de 96 pozos (Costar, USA) se recubrieron
con el anticuerpo 5E1 (0.5 ?g/mL) diluido en solucién salina tamponada con
fosfatos (PBS), por incubacién durante 16 h a 4 o C en camara humeda. Luego, se
decanté el contenido de las placas, se adicionaron 0.125 ml/pozo de PBS
(Phosphato-buffered salmi), es decir, de tampé6n fosfato salino, con Albumina de
Suero Bovino (ASB) al 1% y se incub6 por 1 h a Temperatura Ambiente (TA). Al
término de esta incubacion, las placas se lavaron 3 veces con solucion de lavado
(Tween 20 al 0.1% en agua destilada). Posteriormente, se adicionaron las muestras
y la curva patrén de IL-6 humana (5 pg/mL a 5 ng/mL), obtenida por dilucion
seriada 1:2 en PBS con Plasma Humano Normal (PHN) al 0.1%. Las placas se
incubaron por 2 h a TA, se decant6é su contenido y se lavaron 5 veces con solucion
de lavado. Después, se adiciond a las placas el antisuero de conejo anti-IL6
biotinilado, diluido 1:2000 en PBS con Albiumina de Suero Bovino (ASB) al 0.1%. La
incubacion procedio por 1 h a TA, la placa se lavd 5 veces con solucién de lavado y
se afadi6 a cada pocillo 0.1 mL de una dilucion 1:4000 de estreptavidina-
peroxidasa en PBS (ASB) al 0.1%. Las placas se incubaron nuevamente por 1 h a
TA, luego se lavaron 5 veces y se adicion6 la solucidon de sustrato (tampén citrato-
fosfato 0.05 M pH 5.5, dihidrocloruro de 3,3',3,5'-tetrametilbencidina [TMB] al
0.01%, per6xido de hidrogeno al 0.025 %). Después de 15 min. de incubacion, se
detuvo la reaccién al afiadir 0.1 ml de &cido sulfirico 1M. La absorbancia se
determind por espectrofotometria a 450 mm en un lector de placas.

Analisis estadistico .

Los datos obtenidos fueron recolectados en una planilla disefiada con este
propodsito. En todos los casos se obtuvo y documentd la aprobacion por parte de los



padres o el tutor para incluir a los pacientes en el ensayo.
Para el analisis de los datos se utiliz6 el paquete estadistico SPSS (Statistical
Pachag for the Social Sciences) for Windows 10.0.5 (SPSS Inc., EUA). Inicialmente,
se determind si los datos experimentales cumplian con los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas, con el empleo de las pruebas de Shapiro-Wilk y
Levene, respectivamente. Cuando no se cumplié el supuesto de normalidad se
empled la prueba U de Mann-Whitney para evaluar probar la hipotesis de igualdad
entre los rangos medios de los grupos.

La variable estadia hospitalaria se categoriz6 en funcién de valores mayores o
menores que la mediana y se construy6 la tabla de clasificacion cruzada con la
prueba de independencia asociada (prueba exacta de Fisher).
Con el propodsito de establecer el grado de asociacion entre las variables estadias
hospitalarias, indice de glucosa o conteo de leucocitos, y los diversos mediadores o
variables independientes (IL-6), los datos experimentales se ajustaron a distintos
modelos de regresion lineal multiple con el uso de los distintos predictores. En los
casos de las variables estadia hospitalaria y conteo de leucocitos, para garantizar el
supuesto de aproximacion por una distribucion normal se utilizé el logaritmo natural
de la variable dependiente.

RESULTADOS

En la presente investigacion se incluyeron 18 pacientes, 6 portadores de meningitis
bacteriana y 12 portadores de meningitis aséptica, como se muestra en la Tabla I.
El 72.2 % de los pacientes estudiados fueron del sexo masculino y el rango de edad
en el total de la muestra fue de 2 meses a 6 afos, con una mediana de 15 meses
en los afectos de meningitis bacteriana y de 18 meses en los portadores de
meningitis aséptica (p > 0.05).

En los pacientes con meningitis bacteriana el germen aislado con mayor frecuencia
fue el S. pneumoniae (4/6 pacientes; 66.7 %). En los otros dos pacientes se
aislaron E. coli y Salmonella paratifica respectivamente.

Tabla No.Il. Datos generales de los pacientes incluidos, estadia
hospitalaria y resultados de los examenes microbioldgico y citoquimico del
LCR.

esTaDiA| ArsLamienTo | CTTOLOSIA livpicE DE
PACIENTE| EDAD [SEXO (dias) BACTERIANO ,de LCR GLUCOSA
(células/mL)

EHP 3M M 21 Salmonella 1224 0.16
JPP 1A M 15 S. pneumoniae 381 0.20
JCF 2M M 23 E. coli 3000 0.38
occC 1.5A M 13 S. pneumoniae 503 0.40
NPF 6M M 12 S. pneumoniae 900 0.35
CGH 3A M 12 S. pneumoniae 110 0.55
RHR 3A M 10 No 150 0.40
ARG 1A F 6 No 80 0.60
RAP 6M F 11 No 100 0.50
PEH 5A M 5 No 40 0.70
ARD 3A M 5 No 110 0.70
DRP 2A M 5 No 25 0.75
GHH 3A F 6 No 32 0.60
RBH 9M M 7 No 65 0.55




AGR 6M M 13 No 180 0.44
CRP 6A F 7 No 55 0.60
YRV 3M F 14 No 125 0.38
RHR 2A M 6 No 28 0.60

Leyenda: A, afos; M: meses; el indice de glucosa es la relacion entre la
glucorraquia y la glucemia en las muestras obtenidas al ingreso del paciente.

Evaluacion de mediadores y variables metabdlicas asociados a la respuesta
inflamatoria en fluidos bioldgicos de pacientes con meningitis bacteriana y aséptica

La Tabla No.ll recoge los resultados obtenidos en la cuantificacion de los niveles de
IL-6 en el LCR y el suero de los pacientes con meningitis bacteriana o aséptica.

Tabla No.Il11. Concentracion de IL-6 en el LCR y el suero de pacientes con
meningitis aséptica y bacteriana.

LCR SUERO LCR SUERO
IL6 0.053 =+ 0.02 |0.057 = 0.007 0'233di 0.48 0.059 +0.01d

Se presentan la mediana += rango de quartiles (r.q.). Andlisis de los datos: se
indican las diferencias significativas (p < 0.05); prueba de Wilcoxon para datos
pareados, d p = 0.046, e p = 0.028; prueba de la U de Mann-Whitney, p = 0.031,
§ p =0.002, ¥ p = 0.001.

En los pacientes con meningitis bacteriana se encontré una diferencia significativa
en la concentracion de IL-6 entre el LCR y el suero (p = 0.046). Los niveles de esta
citocina en estos pacientes fueron superiores en el LCR; la mediana de la
concentracion de interluquina (IL-6) en el LCR fue de 0.23 ng /mL, mientras que en
el suero fue de 0.059 ng /mL (Fig. 1). Esta diferencia no se observé en los
pacientes con meningitis aséptica, donde la concentracion de IL-6 fue en general
similar en el LCR y el suero. Asimismo, los niveles séricos de esta citocina fueron
semejantes en pacientes con meningitis bacteriana y aséptica, pero la
concentracion en LCR difiri6 de modo significativo en relacion con el tipo de
meningitis (p = 0.031), con valores mas altos en los pacientes portadores de
meningitis bacteriana (Fig).

Relacion entre las variables estudiadas, los criterios citoquimicos utilizados en el
diagnostico diferencial de la meningitis y la estadia hospitalaria de los pacientes.
La estadia hospitalaria fue significativamente superior en el caso de los pacientes
con meningitis bacteriana, quienes tuvieron una estadia promedio de 16.0 + 4.8
dias a diferencia de los pacientes con meningitis aséptica cuya estadia media fue de
7.9 = 3.2 dias (p = 0.004). En la meningitis bacteriana la estadia hospitalaria fue
superior a los 10 dias en todos los pacientes, mientras que so6lo en el 25 % de los
casos (3/12) de meningitis aséptica la estadia se extendi6 mas alla de los 10 dias
(Tabla 1V).



Tabla No. 1V Relacion entre la estadia hospitalaria y el tipo de meningitis

ESTADIA MENINGITIS MENINGITIS
ASEPTICA BACTERIANA

< 10 dias 9 (75%) 0 (0%)

> 10 dias 3 (25%) 6 (100%)

Andlisis de los datos: prueba exacta de Fisher, p = 0.009

Con el propésito de estimar la asociacion entre la estadia hospitalaria y la
concentracion del mediador y los metabolitos estudiados se ajustaron sendos
modelos de regresion lineal para los niveles en el suero y en el LCR en pacientes
con meningitis aséptica. Debido a los pocos casos incluidos con meningitis
bacteriana no fue posible el ajuste adecuado de un modelo lineal con el objetivo de
evaluar la asociacibn entre estas variables en estos pacientes.
El modelo de regresion lineal que utiliz6 como predictor la concentracion en el LCR
de IL-6, mostré un ajuste adecuado (R 2 = 0.791, p = 0.047) y resulté relevante
los niveles de IL-6 (p = 0.026)

En el caso del suero no se alcanz6é una bondad de ajuste satisfactoria para el
modelo de regresion lineal con el empleo de la variable estudiada (p = 0.093).
La estimacion de la asociacion entre la estadia hospitalaria y la variable citoquimica
utilizada para el diagnéstico de la meningitis mostré una correlaciéon significativa
inversa entre la estadia y el indice de glucosa (R = -0.893, p < 0.001; Fig. 1);
asimismo, la valoracion del grado de relacion entre la estadia hospitalaria y el
conteo de células en el LCR en la puncidon diagnoéstica evidencié una asociacion
significativa positiva (R = 0.848, p < 0.001).

Con el propésito de valorar la asociacion entre la variable inflamatoria estudiada y
las variables citoquimicas utilizadas para el diagndstico de la meningitis aséptica, se
ajustaron también modelos de regresion lineal. No se logré evidenciar una
asociacion relevante entre el indice de glucosa y los niveles séricos de Interluquina
6.



Fig. No.1
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DISCUSION

Antes de la introduccion de los antibidticos, la meningitis aguda bacteriana
resultaba fatal en la mayoria de los casos. El uso de la terapia antimicrobiana
redujo en gran medida la mortalidad asociada a esta enfermedad, pero en la
actualidad, a pesar del uso de antibiéticos de amplio espectro y de tecnologias
sofisticadas de apoyo vital, la mortalidad y la morbilidad por meningitis permanecen
inaceptablemente altas. (14)

Durante los dltimos afios, estudios en modelos experimentales han incrementado
sustancialmente el conocimiento relacionado con los complejos mecanismos
fisiopatoldgicos que resultan de la interaccién entre gérmenes, células inflamatorias
y su entrada en el SNC, asi como sobre los mecanismos de disfuncién cerebral
durante la meningitis aguda. Existen en la actualidad evidencias solidas de que la
citocinas, quimiocinas, agentes oxidantes y enzimas proteoliticas desempefian un
papel protagoénico en la cascada de eventos que conducen al dafio neuroldgico en la
meningitis (1), lo que explica por qué la eficaz erradicaciéon del germen con el uso
de antibiéticos competentes no necesariamente conduce a la recuperacion de la
enfermedad.

Nuestro trabajo describe el comportamiento de algunos de los mediadores y
productos metabdlicos implicados en la respuesta inflamatoria orquestada en el
proceso meningitis.

La IL-6 fue una variable seleccionada por ser una de las citocinas mas importantes
implicadas en la meningitis, que desempefia un papel primario en los mecanismos
de dario tisular y modulacion de la respuesta inflamatoria (15-7), y ademas por ser
ésta una de las citocinas de mayor vida media en fluidos biolégicos (18). Nuestros



resultados muestran que este mediador alcanza concentraciones significativamente
superiores en el LCR de pacientes portadores de meningitis bacteriana, lo que
concuerda con lo informado por otros autores (19,20). Esto es valido cuando se
comparan los niveles de IL-6 en el LCR con la concentracibn en suero de esta
citocina en estos pacientes, asi como cuando la comparacion se establece con los
niveles de IL-6 en el LCR de los pacientes con meningitis aséptica.
Teniendo en cuenta estas observaciones, la IL-6 dosificada en LCR pudiera ser una
variable discriminatoria en la meningitis. Ademas, segln nuestros resultados, los
niveles de la IL-6 en el LCR son un indicador de actividad inflamatoria
compartimentalizada en la meningitis y su presencia en altas concentraciones en el
LCR sugiere una mayor envergadura de la respuesta inflamatoria en la meningitis
bacteriana, si consideramos que los niveles de IL-6 se correlacionan directamente
con la envergadura de la respuesta inflamatoria (20). Esta dltima explicacion
también justificaria, al menos de forma parcial, la relevancia de los niveles de esta
citocina en el LCR para la estadia hospitalaria en la meningitis aséptica. Esta
asociacion se valor6 solo para el caso de las meningitis aséptica, pues el niamero
reducido de pacientes con meningitis bacteriana incluidos imposibilité el ajuste
adecuado de un modelo de regresion lineal para analizar esta asociacion. La
concentracion de IL-6 no se correlaciond significativamente con la presencia de
células pro-inflamatorias en el LCR. Algunos autores han informado resultados
similares (19-23) y otros resultados contrarios a los nuestros (24,25). Estas
aparentes contradicciones pudieran estar determinadas por el momento en que se
toma la muestra, la produccion local de este mediador, la heterogeneidad de los
gérmenes implicados en la meningitis aséptica, y las diferencias genéticas de los
individuos enrolados en el estudio. (26)

Los resultados de la presente investigacion corroboran que la estadia hospitalaria
de los pacientes con meningitis bacteriana es mas prolongada que en los casos con
meningitis aséptica, hecho que se relaciona con la envergadura de la inflamacion a
nivel del SNC y el dafio tisular como indican la mayor concentracion de IL-6 en el
LCR de los pacientes con infeccion de origen bacteriano
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SUMMARY

A descriptive exploratory study was carried out among children with meningitis. The
sample was chosen among the patients who were admitted in the Intensive Care
Unit of the Pediatric Hospital Juan Manuel Marquez in Havana City and among those
who attended the Emergency Unit of Matanzas Pediatric Hospital in the period
between March and August 2003. The concentration of IL- 6 in cephalorachideal
liquids and in serum was determined by using an ELISA test. Our results show that
this mediator reaches higher level concentrations in the cephalorachideal liquids of
patients carrying bacterial meningitis. Taking into account these observations the
IL-6 dosage in cephalorachideal liquids could be a discriminating variable in
meningitis.
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