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RESUMEN

Se realizé un estudio exploratorio transversal descriptivo en nifios con meningitis .
La muestra se selecciond 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. La
cuantificacion de nitritos se realizé en liquido cefalorraquideo y en suero. Se utilizé
un método calorimétrico basado en la reaccion de Griess. La cuantificacion de los
nitritos en suero y Liquido Cefalorraquideo no permitié utilizarlo como predictor
para diferenciar entre las infecciones del Sistema Nervioso Central bacterianas y
asépticas, aunque resulté significativamente alto en ambos procesos.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.
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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 (LCR).

El sindrome meningeo es conocido desde hace siglos. Hipdcrates ya hablaba de las
importantes complicaciones intracraneales que las infecciones o6ticas podian
ocasionar. Sin embargo, el sindrome de la meningococemia fue primeramente
descrito por Gaspard Viesseux en 1805 denominandolo "fiebre epidémica cerebro-
espinal” (1). En 1887 Anton Weichselbaum aislé por primera vez el meningococo
del LCR de seis pacientes con meningitis. Quincke describid la técnica de la puncién
lumbar en 1891 (2) y ya a principios del siglo XX se conocian las tipicas
alteraciones del LCR (pleocitosis, hiperproteinorraquia e hipoglucorraquia). Durante
muchos afios fue una enfermedad mortal. A principios de siglo, los tratamientos
consistian en la extraccion de grandes cantidades de LCR y la administracion
intratecal de suero de caballo antimeningocdccico, lo que redujo la mortalidad de
un 80 a un 30 por ciento. El curso de la enfermedad fue cambiando a medida que
se descubrian los antibidticos. Asi, la aparicion de las sulfamidas en 1932 fue un
paso muy importante previo al descubrimiento de la penicilina en 1941.
Posteriormente, la estreptomicina y el cloranfenicol contribuyeron a reducir la
morbimortalidad del proceso. El siguiente gran avance fue la aparicion de las
cefalosporinas de tercera generacion en la década de los 80, que generé una
importante reduccién de la mortalidad de las meningitis por bacterias Gram
negativas.

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 neuroldgicas 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 fisiopatoldégicos de la disfuncién
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 patégeno en el espacio subaracnoideo (4). La disfuncion
cerebral asociada a meningitis es determinada, fundamentalmente, por la
complicada red de interacciones entre el sistema inmune, las células del SNC, los
vasos sanguineos y muy diversos factores solubles como citoquinas, quimoquinas,
enzimas proteoliticas, radicales libres de oxigeno y Oxido 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, que proviene del inglés Tumor Necrosis Factor
(TNF-?)(5-7). Algunos autores reportan diferencias significativas en cuanto a la
concentracion de esta uUltima citoquina, asi como de su receptor soluble en la fase
aguda de meningitis de etiologia bacteriana y proponen que su concentracion en el
LCR tiene valor discriminatorio (8). Otros autores han encontrado diferencias
significativas en este mismo sentido en cuanto a las concentraciones de



interleuquina (IL-1) e IL-6 (9).También se han informado niveles elevados de
nitritos, un marcador de la produccion de 6xido nitrico, en el liquido cefalorraquideo
de los pacientes portadores de meningitis. (10,11)

La compleja red regulatoria citoquinal desencadena a su vez la induccién de otro
grupo de proteinas que ha sido relacionada 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 diagnéstico diferencial con la meningitis 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 valoraciéon 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
intervencion terapéutica.

En el presente trabajo se exploré el comportamiento del 6xido nitrico 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, y la valoraciéon de su relacién con parametros tradicionalmente utilizados en
el diagnodstico 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 encefélico

sindrome febril agudo sin localizacion
trastorno inexplicable de la conducta
sindrome purpurico febril

convulsién 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.I. Valores de normalidad de parametros en el liquido
cefalorraquideo en nifios .

RECIEN NACIDOS L actant .
Pretérmino A término actantes y ninos
mayores

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 diagnéstico 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 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 citolégico, 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.

Ensayo de cuantificacion de nitritos (NO 2 ). La cuantificacién de nitritos se realiz6
en LCR y en suero. Se utilizd6 un método colorimétrico basado en la reaccion de
Griess, que emplea patrones de nitrito de sodio ( 3.9 a 500 ? M —oxigenador de
membrana-). Las muestras (0.05 mL) se incubaron con 0.0 5 ml de mezcla de
reaccion (0.01 ml de Nicotinamida Adenona Dinucleético Forma Reducida (NADFR)
1.72 mM , 0.01 mL de pluvinadonina dimeclético (FAD) 0.22 mM , 0.01 mL de
tampon fosfato pH 7.5 y 0.02 ml de nitrato reductasa a 2 U/ml) durante 1 h en la
oscuridad. Se adicionaron 0.02 ml de reactivo de Griess (naftiletilendiamina al 0.1
%, sulfonilamida 1 %, acido fosférico al 2.5 %) en placas de 96 pocillos y después
de 10 min de incubacion, se estimé por espectrofotometria la absorbancia a 570 nm
en un lector de placas. Los resultados se expresan como oxigenadores de
membrana (?M) de neuritis 6ptica (NO 2) .

Obtencioén 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 realizé 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.



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

- CITOLOGIA | INDICE
PACIENTE| EDAD | SEXO Ezgt;)m Aé':éﬂ'zvll:\,llEAN'\-lrg de LCR DE
(células/mL)|GLUCOSA
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
OCC 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

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 biolégicos de pacientes con meningitis bacteriana y aséptica.

Tabla No.Il. Concentracion de nitritos en el LCR y el suero de pacientes con
meningitis aséptica y bacteriana .

Meningitis Aséptica Meningitis B acteriana
Variables LCR Suero LCR Suero
Nitritos 13.35+7.3a | 40.34+20.3a |29.88+26.64e| 49.12+25.33¢

En la Tabla No.ll se recogen los resultados obtenidos en la cuantificacion de los
niveles de nitritos el LCR y el suero de los pacientes con meningitis bacteriana o
aséptica.

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, a p = 0.005, 6, e p = 0.028.
La cuantificacion de los niveles de nitritos en los pacientes con meningitis demostré
que la concentracion de este mediador en el suero es mayor que en el LCR (Tabla
I1). La diferencia fue significativa en ambos tipos de meningitis (Fig. 2); la mediana
de la concentracion de (NO 2) en el LCR de la meningitis aséptica fue de 13.35 m M
y en el suero de 40.34 m M, mientras que en la meningitis bacteriana resulté ser de
29.88 m Men el LCR y 49.12 m M en el suero. No se observaron, sin embargo,



diferencias significativas en los niveles de neuritis 6ptica (NO 2) en el LCR o el
suero entre pacientes con uno u otro diagnéstico etiolégico de meningitis .
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Fig. 1 Concentraciéon de nitritos ( NO 2 ) en el suero y el LCR de pacientes con
meningitis bacteriana o aséptica. Las barras rojas representan la mediana para
cada grupo de datos. *p = 0.028, **p = 0.005.

Relacion entre la variable estudiada, 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 No.lIII).

Tabla No I11. Relacion entre la estadia hospitalaria y el tipo de meningitis.
ESTADIA MENINGITIS MENINGITIS
ASEPTICA BACTERIANA
< 10 dias 9 (75%) 0 (0%6)
> 10 dias 3 (25%) 6 (100%0)

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 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
asociacion entre estas variables en estos pacientes. El modelo de regresion lineal
que utiliz6 como predictor la concentracion en el LCR de la variable estudiada,
mostré un ajuste adecuado (R 2 = 0.791, p = 0.047) y resultd relevante los nitritos
(p = 0.049). En el caso del suero no se alcanzé 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 las variables
citoquimicas utilizadas para el diagnéstico de la meningitis mostré una correlacion
significativa inversa entre la estadia y el indice de glucosa (R = -0.893, p < 0.001;
); asimismo, la valoracion del grado de relacion entre la estadia hospitalaria y el
conteo de células en el LCR en la puncion diagnoéstica evidencié una asociacion
significativa positiva (R = 0.848, p < 0.001).
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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. Se logré evidenciar una asociacion
relevante ( R 2 = 0.83, p = 0.001) entre el indice de glucosa y los niveles séricos
de los nitritos.

DISCUSION
Antes de la introducciéon 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. (14,15)

Durante los dltimos afios, estudios en modelos experimentales han incrementado
sustancialmente el conocimiento relacionado con los complejos mecanismos
fisiopatoldgicos que resultan de la interacciéon 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 neurolégico 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 los nitritos y productos metabdlicos
implicados en la respuesta inflamatoria orquestada en el proceso meningitis
Las especies reactivas del nitrogeno desempefian un papel fundamental en el
desarrollo de complicaciones intracraneales en modelos experimentales de
meningitis bacteriana (16). El peroxinitrito (ONOO-), un potente agente oxidante,
es producto de la reaccion del anién superéxido (O 2 - ) con el 6xido nitrico, cuando
ambos se producen simultaneamente. (18) El peroxinitrito ejerce una accion
citotéxica en la meningitis bacteriana mediante diferentes mecanismos, que
incluyen: la nitracibn de tirosinas que afecta la transduccion de sefiales
intracelulares (19); la peroxidacion de lipidos, con pérdida de la funciéon e
integridad de las membranas (20); la sintesis y liberacion de IL-8 (21), que
favorece el reclutamiento de neutréfilos (22); y la activacion de las
metaloproteasas de la matriz, (23) que contribuye a la ruptura de la barrera
hematoencefalica y al dafio neuronal en la meningitis bacteriana (24,25). El 6xido
nitrico es dificil de cuantificar in vivo por su corta vida media (24). Los nitritos y
nitratos son productos finales de la oxidacion del 6xido nitrico, estables e inactivos,
que pueden ser facilmente cuantificados en fluidos bioldgicos, lo que constituye un
método util de estimacion indirecta de la producciéon de Oxido nitrico. (26-9)
En la presente investigacion se estimaron los niveles de nitritos en el suero y el
LCR, como expresion de la produccion sistémica y local de Obstruccion Nasal (ON)
en los pacientes con meningitis. Se observaron diferencias significativas en cuanto
a la concentraciéon de nitritos en ambos grupos de pacientes, con predominio de los
niveles en suero. Otros autores han reportado aumento de los nitritos en LCR en las
meningitis bacteriana (27-31). Esta aparente discrepancia entre nuestro hallazgo
de mayores niveles de concentracion de los nitritos en el suero y los resultados de
los autores citados podria estar relacionada con diferencias en las manifestaciones
de inflamacién sistémica entre los casos estudiados. Hay que tener en cuenta que
otra posible fuente de nitritos séricos serian aquellos productos del 6xido nitrico que
difunden libremente desde el SNC a la circulacion sistémica (30). En condiciones
fisiologicas la barrera hematoencefalica intacta impide que aniones tales como los
nitritos difundan libremente , pero esta propiedad se afecta tempranamente con la
pérdida de la integridad de la barrera (30). Ademas, la concentracion de nitritos
séricos es influenciada por el balance de nitrégeno y la excrecion renal (32),
elementos que no fueron abordados en ésta y en las investigaciones precedentes
de otros autores. De modo interesante, en la meningitis aséptica la concentracion
de nitritos en el LCR resulté ser un predictor relevante de la estadia hospitalaria, lo
que pudiera estar relacionado con la envergadura del proceso inflamatorio local,
como reportan otros autores. (33)

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 asociado.



La cuantificacion de los nitritos en suero y LCR no permitié utilizarlo como predictor
para diferenciar entre las infecciones del SNC bacterianas y asépticas aunque
resulto significativamente alto en ambos procesos.

La magnitud de la respuesta inflamatoria temprana en el SNC, a la que contribuye
el tipo de agente etiolégico, se asocid con la estadia hospitalaria de los pacientes
con meningitis, lo que sugiere que su valoracion puede ser de utilidad prondstica.
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SUMMARY

A descriptive, transversal, exploratory study was carried out in children with
meningitis. The sample was chosen among the patients 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 the Matanzas Pediatric Hospital in the
period between March and August 2003. Nitrites quantification was made in
cephalorachideal liquids and in serum. We used a colorimetric method based on
Griess's reaction. Nitrites quantification in cephalorachideal liquids and in serum
could not be used as a predictor to differentiate bacterial and aseptic infections of
the Central Nervous System, though nitrites were high in both processes. The



results of this investigation corroborated that hospital staying in patients with
bacterial meningitis is longer that in patients with aseptic meningitis.
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