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Resumen:

Objetivos: Determinar la frecuencia de neumonias bacterianas atipicas causadas por
Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae, en nifios
y adultos de Paraguay durante el periodo 2014-2017 por técnicas moleculares.

Materiales y métodos: se incluyeron en este estudio 148 muestras de liquido pleural de
nifios y adultos con diagnodstico de neumonia adquirida en la comunidad (NAC) durante el
periodo 2014 a febrero de 2017. Las muestras fueron remitidas al Laboratorio Central de
Salud Publica por los Centros Centinelas y Centros Colaboradores de la Red de Vigilancia
de Meningitis y Neumonias.

Resultados: La frecuencia general de neumonias atipicas resultdé 1.4 % (2/148). Se detecto
Legionella pneumophila en 0.7% (1/148) de los pacientes con sospecha de neumonia y un
caso Mycoplasma pneumoniae en 0.7% (1/148).

Conclusion: Los agentes atipicos presentan manifestaciones inespecificas y variables de un
caso a otro, haciéndolas dificiles de distinguir de otras etiologias. Los nuevos enfoques del
diagnéstico microbiologico son prometedores, se espera que las pruebas de diagnodstico
molecular para estos patdgenos sean importantes herramientas en el laboratorio clinico.
Palabras clave: Neumonias atipicas, Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae, PCR.

Abstract:

Objectives: To determine the frequency of atypical bacterial pneumonias caused by
Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae and Chlamydophila pneumoniae, in
children and adults of Paraguay during the period 2014-2017 by molecular techniques.

Materials and methods: We included 148 pleural fluid samples from children and adults
diagnosed with community-acquired pneumonia (CAP) during the period 2014 to February
2017. Samples were sent to the Central Public Health Laboratory by the Sentinel Centers and
Collaborating Centers of the Meningitis and Pneumonia Surveillance Network.
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Results: The general frequency of atypical pneumonias was 1.4% (2/148). Legionella
pneumophila was detected in 0.7% (1/148) of the patients with suspected pneumonia and one
Mycoplasma pneumoniae case in 0.7% (1/148).

Conclusion: Atypical agents present nonspecific and variable manifestations from one case
to another, making them difficult to distinguish from other etiologies. The new approaches to
microbiological diagnosis are promising, it is expected that molecular diagnostic tests for
these pathogens are important tools in the clinical laboratory.

Key words: Atypical pneumonias, Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae, PCR.

1.- INTRODUCCION

La neumonia bacteriana atipica, es una infeccion pulmonar causada por agentes bacterianos
distintos a los tradicionales (1, 2) que no sigue el curso clinico o radiologico habitual (3, 4).
Es una enfermedad frecuente en todas las edades, pero especialmente en nifios del tercer
mundo (5), que tiende a provocar sintomas mas leves que la neumonia tipica. Las bacterias
que mas frecuentemente causan esta patologia son Legionella pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae (6, 8).

La legionelosis, es causada por L. pneumophila y produce neumonia de la comunidad (NAC)
en pacientes mayores de 50 afos, y mas a menudo en hombres que en mujeres (9). El
organismo se encuentra naturalmente en el medio ambiente y la infeccion se asocia con la
inhalacion de agua en forma de aerosol de fuentes como bafieras de hidromasaje y torres de
enfriamiento (10). Mycoplasma pneumoniae representa aproximadamente del 15% al 20% de
todos los casos de neumonia adquirida en la comunidad, es ciclica y es una causa comun de
brotes (11, 13). C. pneumoniae es mas comun en los nifios, pero también se ha asociado con
una enfermedad grave en adultos. Un meta analisis informo una asociacion con el cancer de
pulmoén en pacientes con infecciones previas por C. pneumoniae (14).

La presentacion clinica puede confundirse con la causada por otros agentes infecciosos y el
cultivo, cuando es posible, es poco sensible o lento (15). Por otra parte, los estudios
serologicos, en ocasiones, s6lo permiten confirmar, pero no establecer el diagndstico con la
suficiente rapidez como para ser de utilidad en la practica clinica (16). Logicamente, esto ha
llevado a la necesidad de establecer pautas terapéuticas empiricas que se utilizan de forma
rutinaria ante las sospechas de infecciones causadas por estos microorganismos. Estos
gérmenes atipicos no responden a los antibidticos betalactamicos y pueden tener un
pronostico diferente causando causar complicaciones graves en algunos pacientes (17. 19).
La incorporacién de una técnica molecular que identifique gérmenes atipicos dentro de la
Vigilancia de las Enfermedades Respiratorias en nuestro pais es muy importante para
ampliar el diagnodstico de dichas patologias. La PCR es una prueba de alta sensibilidad y
especificidad (20, 22), puede identificar los patdogenos una vez iniciado el cuadro clinico, no
necesita organismos viales y es util para estudiar afecciones pulmonares y extra pulmonares.
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2.- METODOLOGIA

Diseiio del estudio: se incluyeron en este estudio 148 muestras de liquido pleural remitidas
al Laboratorio Central de Salud Publica por los Centros Centinelas y Centros Colaboradores
de la Red de Vigilancia de Meningitis y Neumonias (VIMENE), provenientes de pacientes
con diagndstico de neumonia adquirida en la comunidad (NAC) durante el periodo 2014 a
febrero de 2017 y cuyos resultados fueron negativos para Streptococcus pneumoniae y
Haemophilus influenzae.

Técnicas moleculares: La extraccion del ADN se realizé por metodologia automatizada con
el equipo Magna Pure (Roche, Alemania) utilizando Magna Pure Compact Nucleic Acid
Isolation kit I. Se realiz6 la identificacion de las bacterias atipicas (Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae) mediante Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) amplificando genes constitutivos de estas bacterias, para lo cual se
utilizaron cebadores especificos (Mycoplasma pneumoniae (PI, 483 bp), Legionella
pneumoniae (mip 124bp) y Chlamydophila pneumoniae (omp A 368 bp) ya descritos (23, 24)
Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion a 94 °C por 10 min, seguido de
40 ciclos a 94 °C por 30 seg, 60 °C por 1 min y 72 °C por 1 min. La extension final se
realizé a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2% en PowerPac Basic (BIO RAD) con tampén TAE 1X (40 mM Tris, 20 mM de
acido acético glacial, 1 mM EDTA, pH 8,0) a 100 V durante 30 min. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio (0,5 UG/ul) y se registraron en imagenes con GelDoc (BIO RAD).
Los tamafios de los productos de PCR se determinaron por comparacion con el marcador de
peso molecular (escala de 100 pb; Novagen, Inc.).

Analisis estadistico: Los resultados obtenidos fueron descriptos a través de medidas de
tendencia central y dispersion, frecuencias absolutas y porcentajes. Los programas utilizados
fueron la planilla Excel para la confeccion de la base de datos y Stata.11 para el analisis
estadistico.

3.- RESULTADOS

Se estudiaron un total de 148 muestras de liquido pleural. La edad de los pacientes esta
comprendida entre 1 mes y 86 afios. El 53.40 % corresponde a nifilos menores de 5 afios.
Tabla 1: EI 52.00% (n=77) fueron muestras provenientes de los hombres. El 61.30 % de las
muestras proviene de pacientes del departamento Central (89/148) y el 9.4 % de Asuncién
(14/148).
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Tabla 1: Distribucion segun Departamento, Grupo de edades y Sexo. Neumonias atipicas.
Paraguay. 2016

Departamento n % IC 95%
CONCEPCION 2 1.7 0.2 5.9
SAN PEDRO 4 34 0.9 8.4
CORDILLERA 7 5.9 24 11.7
GUAIRA 4 34 0.9 8.4
CAAGUAZU 3 2.5 0.5 7.2
CAAZAPA 2 1.7 0.2 5.9
ITAPUA 3 2.5 0.5 7.2
MISIONES 1 0.8 0 4.6
PARAGUARI 1 0.8 0 4.6
ALTO PARANA 4 34 0.9 8.4
CENTRAL 73 61.3 52 70.1
AMAMBAY 1 0.8 0 4.6
CANINDEYU 1 0.8 0 4.6
BOQUERON 1 0.8 0 4.6
PTE HAYES 1 0.8 0 4.6
ASUNCION 11 9.2 4.7 15.9
Total 119 100
Grupo de Edades
4 afios, 1Q25 1 — 1Q75 14 afios
0a4 71 534 445 62.1
5a9 18 13.5 8.2 20.5
10a 14 13 9.8 5.3 16.1
15a19 6 4.5 1.7 9.6
20a24 5 3.8 1.2 8.6
25a29 1 0.8 0 4.1
30a34 3 23 0.5 6.5
35a39 1 0.8 0 4.1
Mayor o igual 240 15 11.3 6.5 17.9
Total 133 100

Sexo
HOMBRE 77 52 437 60.3
MUIJER 71 48 39.7 56.3
Total 148 100
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La frecuencia general de neumonias atipicas resultd 1.4 % (2/148). Se detectdé Legionella
pneumophila en 0.7% (1/148) de los pacientes con sospecha de neumonia. Corresponde a
una nifia de 1 afio de edad, procedente de San Lorenzo departamento Central. Se detecto
Mpycoplasma pneumoniae en 0.7% (1/148) de una nifia de 13 afios, procedente de Itaugua,
departamento Central. No se encontraron casos de neumonias atipicas por Chlamydophila
pneumoniae. En ambos casos se trata de muestras de pacientes del sexo femenino, con
diagnostico de neumonia grave con derrame pleural.

4.- DISCUSION

La presencia de gérmenes atipicos en la etiologia de la NAC es diferente dependiendo de los
trabajos y de las areas geograficas, ya que muchos de ellos pueden cursar con caracter
epidémico y en relacion con diferentes estaciones climaticas (25-27). Los resultados de este
estudio evidencian que la presencia de estos patogenos es poco frecuente en las muestras
respiratorias analizadas (1,4%) pero sugieren que estos microorganismos pueden ser agentes
etiologicos de neumonias atipicas graves con derrame pleural y de otras patologias
respiratorias.

Los agentes atipicos presentan manifestaciones inespecificas y variables de un caso a otro,
haciéndolas dificiles de distinguir de otras etiologias (28, 29). Son primordiales el cuadro
clinico y el diagnostico laboratorial para la confirmacion de infeccion por estos agentes. Los
nuevos enfoques para el diagndstico microbioldgico son prometedores, se espera que las
pruebas de diagndstico molecular para estos patdgenos sean importantes herramientas en el
laboratorio clinico (30, 31). De ahi la importancia de la implementacion de esta técnica, ya
que en Paraguay no se cuentan con datos epidemioldgicos sobre esta patologia y de esta
manera queda instalada esta capacidad diagnéstica en el Laboratorio Central de Salud
Publica, que es el laboratorio de referencia nacional del Ministerio de Salud Publica y
Bienestar Social, lo que tendrd un impacto a largo plazo y a través de esto se puedan
fomentar estrategias en salud publica.

5.- CONCLUSION

Estas bacterias son cada vez mas reconocidas como causa importante de neumonias atipicas
en muchos paises, por lo que se deberia poder reconocer, diagnosticar y tratar las formas
principales de la enfermedad. Hay poca referencia en la literatura sobre estudios
epidemioldgicos de prevalencia de neumonias atipicas en Paraguay y posiblemente se
encuentra subdiagnosticada. Esto podria disminuir la efectividad de las pautas generales para
el tratamiento de infecciones agudas de las vias respiratorias Creemos, por lo tanto, que esta
revision deberia allanar el camino para futuros estudios sobre este tema. También es
importante analizar el impacto a corto y largo plazo de neumonias atipicas en el pais.
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