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Resumen

RESUMEN

Legionella es un bacilo gramnegativo mévil que se identificd por primera vez en
1976. Desde entonces ya se han descrito mas de 50 especies diferentes y
numerosos serogrupos. Es una bacteria ampliamente distribuida en la
naturaleza, siendo su nicho natural el medio acuatico. Su amplia distribucién en
el medio hace inviable, actualmente, llevar a cabo actuaciones preventivas
dirigidas a su reservorio natural. Existen diversos factores que hacen de
Legionella un microorganismo de especial interés, sus caracteristicas
microbioldgicas, la interaccidon con los protozoos de vida libre en su héabitat

acuatico y, por ultimo por su capacidad patégena mediante mecanismo invasor.

Legionella es responsable del 3-15% de las neumonias adquiridas en la
comunidad y es, asimismo, causa frecuente de neumonia intrahospitalaria. En
la comunidad la mayoria de casos se presentan de forma esporadica, aunque
en ocasiones, también en forma de brote epidémico. Las fuentes mas
frecuentes de infeccion son las torres de refrigeracion, asi como los sistemas de

agua corriente, especialmente los sistemas de distribucién de agua caliente.

El diagnostico de la legionelosis puede realizarse por aislamiento del agente
causal a partir de muestras respiratorias, por detecciéon de antigenos, técnicas
de deteccion de DNA y también mediante la deteccion de anticuerpos
especificos por serologia. El aislamiento del microorganismo por cultivo a partir
de muestras respiratorias, si las muestras seleccionadas son adecuadas, puede
llegar a tener una sensibilidad del 70% y una especificidad del 100%, pudiendo
detectar todas las especies del género y serogrupos. Sin embargo, tiene ciertas
limitaciones dada la naturaleza de la bacteria que crece con dificultad ain en
medios selectivos, la limitada supervivencia de la bacteria en las muestras
clinicas, la aplicacion de una terapia antibidtica previa a la toma de muestra y la

experiencia microbioldgica requerida para su aislamiento.

La deteccion directa en muestras respiratorias de L. pneumophila serogrupo 1
por inmunofluorescencia directa tiene una sensibilidad que oscila entre el 25 y
el 70% y una especificidad del 95%. Las técnicas de deteccidon de antigeno en

orina son muy Utiles para el diagnéstico rapido de la neumonia por Legionella,



Resumen

dado que la orina constituye un excelente reservorio de antigeno. La primera
prueba disponible fue una técnica de radioinmunoensayo, que exigia disponer
de instalaciones radiactivas. La sustitucion de aquella por técnicas de
enzimoinmunoensayo y de inmunocromatografia ha permitido su incorporacién
como técnica diagndstica en la mayoria de laboratorios. Dado que el antigeno
de Legionella es termoestable, es recomendable aplicar un tratamiento térmico
a la muestra para evitar falsos positivos. Ademas, la concentracién del antigeno
presente en la orina, incrementa la sensibilidad de las técnicas descritas sin
afectar la especificidad. La sensibilidad de estas técnicas varia entre un 60 y un
90%, en funcion de la técnica y si se concentra 0 no la orina, mientras que su

especificidad es muy elevada (>99%).

Por otro lado, durante un brote epidémico de Legionella, es importante
identificar la fuente de infeccion responsable. La deteccién de instalaciones de
riesgo permitira establecer hipotesis sobre el posible origen del brote. Esto,
junto a los analisis microbiolégicos obtenidos de muestras clinicas y de estas

instalaciones, posibilitara la identificaciéon del foco causal.

A pesar de que las nuevas técnicas de deteccion de antigeno han supuesto una
mejora considerable en el diagnostico etiolégico de las neumonias por
Legionella, en muchos casos es necesario concentrar la muestra por
ultrafiltracion selectiva para obtener una sensibilidad suficiente. En
determinadas situaciones, los procesos de concentracion por ultrafiltracion

pasiva de la orina pueden suponer un retraso en la obtencién de los resultados.

En muchos casos en que Legionella es aislada a partir de muestra clinica, la
identificacion bioguimica y la basada en técnicas de inmunofluorescencia son

insuficientes para la identificacion correcta a nivel de especie.

Ademas, en situaciones de brote epidémico, en que es fundamental detectar el
foco responsable, los cultivos que se emplean de forma habitual, asi como las
técnicas moleculares para establecer relaciones epidemiolégicas, son lentas por

un lado y también laboriosas, retrasando la identificacion del foco.

De esta forma, los objetivos iniciales de esta la tesis se han centrado en la

estandarizacion y evaluacion clinica de nuevas técnicas inmunoldgicas
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Resumen

cualitativas y cuantitativas de deteccion de antigeno de Legionella en orina para
el diagnéstico, asi como de nuevos métodos de concentracion de antigeno por

centrifugacion.

En primer lugar, se han evaluado nuevas técnicas de deteccién de antigeno y al
comparar los resultados de la técnica EIA de Bartels con el EIA de Binax, hemos
observado que la sensibilidad en muestras de orina no concentrada es mayor
con esta nueva técnica sin deterioro de la especificidad. En el caso de la orina
concentrada, ambas técnicas muestran una elevada sensibilidad y un 100% de
especificidad, ofreciendo por lo tanto una alternativa al EIA Binax cuando se
realiza en orina no concentrada. En el caso de la ICT Uni-Gold LUA es también
una alternativa en el diagnostico de la legionelosis, reduciendo el tiempo si lo
comparamos con las técnicas de EIA y con unos resultados comparables a la
ICT de Binax. Recientemente, se ha podido evaluar una segunda versién de
esta nueva ICT (Uni-Gold LUA plus) que ofrece unos valores de sensibilidad y
especificidad iguales a la ICT de Binax tanto en orina no concentrada como en

orina concentrada.

En segundo lugar se han estandarizado técnicas de concentracion. El tiempo
necesario para concentrar una muestra de orina, para la posterior deteccién de
antigeno por ultrafiltracion pasiva es de 1 a 3 horas, aunque dependiendo de
las caracteristicas fisicas de la muestra, puede llegar incluso a tardar mas de 6
horas. Esto constituye un incoveniente importante de cara al diagndstico rapido
de la legionelosis. Por ese motivo evaluamos una nueva técnica de
concentracion por centrifugacién disminuyendo el tiempo a unos 15-20
minutos. La concordancia global entre las dos técnicas de concentracion fue del
100%.

La concentracién por ultrafiltracion selectiva por centrifugacion es un método
rapido y fiable para la concentracion de antigeno de Legionella en muestras de
orina sin disminucion de la sensibilidad ni la especificidad. Este sistema permite
reducir drasticamente el tiempo en el diagnéstico de la legionelosis mediante

deteccién de antigeno.
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Por lo que respecta a la cuantificacién, al utilizar el EIA de Binax para
cuantificar la concentracion de antigeno presente en las muestras de orina de
pacientes con legionelosis hemos observado que la cantidad de antigeno en la
orina de los pacientes es mayor en los que tienen peor evolucién. En los
pacientes en que se resolvi6 completamente la neumonia la cantidad de
antigeno presente en orina disminuyé significativamente a los 3-6 dias respecto
a la concentracion de antigeno presente en el momento del ingreso
(p<0.0001). En cambio en los pacientes con peor evolucién y en aquellos que

fallecerion la disminucién de carga antigénica en orina no fue significativa.

Los resultados de este estudio sugieren una correlacion entre una mayor
concentracion de antigeno y una peor evolucién de los pacientes. Por ahora, no
hay ningun otro trabajo en el que se describa la relacion entre la cuantificacion
de la concentracion del antigeno en orina y la gravedad de la neumonia por

Legionella.

En esta tesis, también se incluye la evaluacidon de una técnica inmunoldgica de
deteccidén de antigeno en muestras ambientales para su utilizacion en el cribaje
medioambiental. En este apartado, se estudiaron muestras de agua artificiales
en las que se inoculé Legionella y muestras de agua reales (procedentes de

sistemas de agua doméstica y de torres de refrigeracion).

En nuestro estudio, en las muestras de agua artificial el EIA de Bartels fue
capaz de detectar antigeno de todos los serogrupos, aunque mostré una mayor
sensibilidad para L. pneumophila serogrupo 1. El EIA no fue capaz de detectar
antigeno de Legionella bozemanii y Legionella longbeachae. El limite de
deteccion en agua artificial para el serogrupo 1 fue de 780 ufc/ml en el agua
original antes de la filtracion. Si analizamos los resultados de las muestras de
agua de abastecimiento, el EIA de Bartels fue positivo en 8 muestras de agua
procedentes de torres de refrigeracion, en 7 de las cuales el cultivo fue
negativo. Estos deberian ser considerados como falsos positivos. Sin embargo,
debido a la contaminacion de los cultivos con otras bacterias, no podemos
descartar la posibilidad de que estas 7 muestras fueran realmente positivas y

gue el sobrecrecimiento bacteriano impidiera su aislamiento. Dado que los
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brotes de legionelosis suelen ir vinculados a una amplificacion de los niveles de
Legionella en los sistemas de agua y que durante un brote son necesarias una
rapida identificacion y descontaminacion del sistema de agua colonizado, la
deteccién de antigeno mediante EIA podria ser (til como un método rapido de

cribado para analizar un alto niimero de muestras.

Finalmente, la tesis se completa con la evaluacién de técnicas de secuenciacién
para la identificacion a nivel de especie del género Legionella y de tipaje

molecular intraespecifico.

Durante los ultimos afios, ha aumentado el uso de la secuenciacion en
diferentes ambitos de la Microbiologia. Los objetivos 5 y 6 de esta Tesis se
enmarcan en un proyecto de colaboracién europeo, liderado por el EWGLI
(European Working Group for Legionella Infection) , para establecer la utilidad
y la robustez de la secuenciacion del gen mijp (macropahge infectivity
potentiator) y determinar la utilidad de una técnica de secuenciacion de 6
genes (MLST) para la tipificacion de cepas de L. pneumophila para
implementarlo como método de referencia en diferentes laboratorios europeos

mediante una aplicacion online de analisis.

El objetivo del estudio fue optimizar la identificacion de cepas de Legionella
mediante la secuenciacion del gen mip. Los resultados obtenidos muestran que
la identificacion de Legionella spp. mediante la secuenciacion de este gen es
una técnica sdlida, y que la mayoria de los laboratorios son capaces de
reproducir y de dar un resultado correcto. El estudio, sin embargo, también ha
demostrado que en laboratorios no habituados a la realizacion de este tipo de
técnicas es necesario realizar una formacién adecuada por personal

especializado para poder obtener resultados fiables.

En nuestro estudio, la homologia de la secuencia de una cepa de Legionella de
especie desconocida con las especies de Legionella incluidas en la base de
datos obtendria unos porcentajes de similitud entre el 98-100%. Si observamos
los resultados obtenidos para las cepas salvajes analizadas vemos que la
mayoria de los laboratorios obtiene resultados >98%. Para ayudar en el analisis

de los resultados, se ha implementado una herramienta de analisis de la calidad
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de la secuencia: la secuencia se puede cargar online y la herramienta nos
proporciona automaticamente la calidad de la secuencia. Esta herramienta hace
que los resultados sean menos subjetivos, aunque es necesaria una secuencia

de cdémo minimo 300 nucledtidos.

La identificacién genotipica de Legionella spp. es una herramienta necesaria en
los laboratorios de referencia. Disponer de protocolos estandarizados, librerias

de genes para la identificacion y herramientas on/ine suponen una gran ayuda.

Actualmente, la necesidad de disponer de métodos de caracterizacion molecular
que ofrezcan resultados rapidos y reproducibles, con la posibilidad de ser
compartidos en tiempo real por diferentes laboratorios, ha llevado al desarrollo
de métodos de secuenciacion de genes basados en técnicas de MLST y ha sido
empleada para la tipificacibn molecular de L. pneumophila serogrupo 1. Los
resultados obtenidos con el estudio de seis genes, flaA, pilE, asd, mip, mompS
y proA, que son los que se han empleado en el primer estudio piloto de
Sequence Base Typing en el EWGLI, son muy prometedores, existiendo
actualmente una base de datos a la que se puede acceder para la asignacion de
alelos (www.ewgli.org). Aunque los brotes de legionelosis pueden aparecer en
distintos ambitos (hospitalario, comunitario o relacionado con viajeros) la
estrategia para la tipificacion epidemioldgica de las cepas de Legionella puede

ser la misma para todos ellos.
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ABREVIATURAS

RNAr Acido ribonucleico ribosomal

LPS Lipopolisacéarido

DNA Acido desoxiribonucleico

CAP Competence and adherence associated Pili
mip Macrophage infectivity potentiator

mil Macrophage infectivity loci

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
PAMPs Pathogen associated molecular patterns
PRR Pattern recognition receptors

NF-«B Nuclear factor kappa B

dot Defect in organelle trafficking

icm Intracelular multiplication

TNFa Factor de necrosis tumoral ajpha

IFNy Interferon gamma

Ig Inmunoglobulina

Th T helper

IL Interleuquina

BCYEa Buffered charcoal yeast extract a-ketoglutarate
PCR Polymerase chain reaction

IFI Inmunofluorescencia indirecta

EIA Enzimoinmunoensayo

RIA Radioinmunoensayo

ICT Inmunocromatografia

PCT Procalcitonina

CDC Centers for Diseases Control

SDS-PAGE SDS-polyacrilamide gel electrophoresis
RFLP Restriction fragment length polymorphism
PFGE Pulsed field gel electrophoresis

RAPD Random amplification of polymorphic DNA
AP-PCR Arbitrary primer-PCR

AFLP Amplified fragment lenght polymorphism
MLST Multilocus sequence typing

SBT Sequence base typing

flaA Flagellum subunit protein

pilE type IV pilin genes

asd Aspartate-b-semialdehyde gene

mompS Major outer membrane protein precursor
proA Zinc metalloprotease gene

rpoB RNA polymerase beta-subunit gene

ONC Orina no concentrada

ocC Orina concentrada

ATCC American Type Culture Collection
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INTRODUCCION
1.1. Antecedentes histéricos

La legionelosis es una enfermedad relativamente nueva cuyo descubrimiento se
produjo en el afio 1976, como consecuencia de un brote de neumonia en un
hotel de Filadelfia que afect6 a miembros de la legibn americana que
celebraban su convencién anual. Hubo un total de 221 afectados de los cuales
34 fallecieron (1). En los primeros estudios se realizaron diferentes tinciones y
cultivos, asi como pruebas serol6gicas y todos ellos fracasaron. Fueron McDade
y colaboradores (2) quienes mediante la tincion de Giménez observaron por
primera vez la presencia de bacilos gramnegativos en muestras de higado y
bazo de cobayas infectados con muestras procedentes de pacientes fallecidos.
También pudieron demostrar que la mayoria de los pacientes del brote de
Filadelfia habian desarrollado anticuerpos frente a estos microorganismos.
Posteriormente en el afio 1979 se consiguié formular el medio éptimo para el
crecimiento de estas bacterias (3). En memoria a los primeros pacientes
afectados y por su afinidad por producir infeccibn pulmonar este
microorganismo recibié el nombre de Legionella pneumophila y al proceso

neumonico legionelosis.

Retrospectivamente, mediante pruebas serolégicas, L. pneumophila se identificd
como causante de otros brotes en ese mismo hotel en 1974; en un hospital
psiquiatrico de Washington en 1965 (4) y en una planta envasadora de carne
en Minnesota en 1957 (5). También existe una forma no neumonica,
relacionada serolégicamente con L. pneumophila'y otras especies de Legionella
que recibe el nombre de fiebre de Pontiac, por ser en la ciudad de Pontiac
donde se produjo el primer brote de esta forma no neumonica de infeccién por

Legionella.

La dificultad de crecimiento de Legionella en los cultivos convencionales, asi
como su presentacion clinica hizo que su diagnostico fuese poco frecuente y se
catalogasen dichas neumonias bajo el epigrafe de atipicas, consideradas
Unicamente en relacion con brotes comunitarios y casos nosocomiales. En 1990
se introdujo en el mercado un nuevo test diagndstico de deteccién de antigeno

a partir de muestras de orina, lo que hizo aumentar la deteccion, y por tanto, la
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Introduccion

incidencia de la enfermedad y convirtiéndose este en uno de los principales

agentes de neumonia adquirida en la comunidad.
1.2. Taxonomia

Legionella pneumophila pertenece a la familia Legionellaceae, género
Legionella, de la que existen mas de 50 especies descritas (L. pneumophila,
Legionella micdadei, Legionella anisa, Legionella bozemanii, etc.) con mas de
70 serogrupos. No todas la especies de esta familia causan patologia, y de
entre los que producen enfermedad, los que mas frecuentemente se aislan son

los serogrupos 1, 4y 6 de L. pneumophilay L. micdadei (6).

Todas las especies de este género se encuentran presentes en medios
acuaticos. La gran mayoria de las infecciones humanas son pulmonares y se
producen después de la exposicidbn a una fuente ambiental de Legionella. De
entre todas ellas se han identificado 18 especies, aisladas de muestras clinicas y
de tejidos (7) (identificada por tincién directa con anticuerpos marcados con
fluorescencia) capaces de producir infeccion en humanos. El resto de especies
se han aislado Gnicamente del medio natural, medios acuaticos y tierra (8-11),
aunque varias fueron involucradas en casos de infeccion humana por la

presencia de seroconversion pero con los cultivos negativos.

Algunos investigadores propusieron, por la proximidad de las familias
Legionellaceae y  Coxiellaceae, incluirlas en un solo orden “Legionellales”.
Coxiella burnetii comparte muchas caracteristicas con L. pneumophila como el
parasitismo intracelular y mucha homologia en algunos genes de virulencia
(12). También se propuso incluir dentro de la familia Legionellaceae, otros dos
géneros: Tatlockia'y Fluoribacter, pero estudios de la secuencia de RNAr 16S

demostraron que esta familia es monofilética.

Como ocurre con otras bacterias teluricas, el estudio del habitat natural de este
grupo de bacterias ha permitido el descubrimiento de nuevas especies y es mas
gue probable que el nimero de especies siga en aumento en el futuro. En la

tabla 1 se muestran las especies de Legionella de interés médico.
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Tabla 1. Especies de Legionella aisladas en el ser humano.

Especies N° de serogrupos

. pneumophila
. micdader

T T T S e S S S S S S N S SN N

. anisa
. birminghamensis
. bozemanii

. cincinnatiensis
. adumoffif

. feeleii

. gormanii

. hackeliae

. [sraelensis

. Jordanis

. lansingensis

. longbeachae

. maceachernii
. oakridgensis

. sainthelensi

. tucsonensis

. wadsworthii

15
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habitualmente es capaz de crecer la Legionella.

Segun los resultados obtenidos del andlisis de las secuencias de RNAr 16S
existen otros microorganismos que muy posiblemente formen parte del género
Legionella (13). A partir de estos analisis filogenéticos se podria pensar que
estos microorganismos pertenecen como minimo a 5 especies diferentes (14).
Estos microorganismos, denominados patégenos amebianos Legionella-like,
infectan amebas de agua dulce y se encuentran presentes en medios acuaticos
donde también puede desarrollarse Legionella. Uno de los miembros de este
grupo fue aislado en un paciente con neumonia mediante el co-cultivo del
esputo con amebas. Los patégenos amebianos Legionella-like se desarrollan

con dificultad o no pueden desarrollarse en los medios de cultivo donde
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1.3. Caracteristicas microbiologicas
1.3.1. Morfologia y fisiologia

Las legionelas son bacterias capaces de sobrevivir en un amplio intervalo de
condiciones fisico-quimicas, multiplicAndose entre 20°C y 45°C, pudiendo
permanecer viables hasta 70°C, siendo su temperatura 6ptima de crecimiento
de 35°C a 37°C. Los miembros de la familia Legionellaceae son bacilos aerobios
gramnegativos no formadores de esporas y no capsulados que miden de 0.3 a
0.9 um de ancho y de 2 a 20 yum de largo. Legionella es un microorganismo
aerobico estricto que necesita oxigeno para su supervivencia y en general es
metabdlicamente poco activo. Son mdviles por la presencia de uno o mas
flagelos polares o subpolares. También se ha demostrado la presencia de
fimbrias (15) y de una estructura polisacarida extracelular (16). Se tifien
débilmente con la coloracién de Gram como gramnegativos, pero se tifien bien
con la coloraciéon de Giménez o con técnicas argénticas (técnicas de Dieterle y
Warthin-Starry). L. micdadei se diferencia de las otras especies por ser acido-

alcohol resistente después de tincion con una técnica modificada (17).

El lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa de la pared presenta
caracteristicas diferenciales con respecto al de las enterobacterias, tanto en
aspectos bioguimicos, es muy rico en acidos grasos ramificados, a diferencia de
lo que se da en bacterias gramnegativas (18), como en la actividad endotoxica.
Sin embargo, continua siendo una estructura antigénica similar a otras

bacterias gramnegativas (19, 20).

No se sabe como estas diferencias estructurales que afectan al LPS pueden
tener relacién con las propiedades tintoriales respecto a la tincion del Gram, la
notable resistencia al calor y a los acidos de este grupo de microorganismos.
Estas dos Ultimas caracteristicas se han empleado para la descontaminacion de
las muestras clinicas antes de sembrarlas en los medios de cultivos especificos

para Legionella.

El LPS se encuentra intimamente unido a proteinas de la membrana externa y
parece bien demostrado que la antigenicidad especifica se encuentra en esta

estructura de la bacteria. Algunas proteinas de la membrana externa son
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antigenos comunes entre diferentes serogrupos de L. pneumohila 'y con otras

especies; pero otros parecen especificos de L. pneumophila.

Estos microorganismos contienen gran cantidad de ubiquinonas con mas de 10
unidades de isoprenoides en la cadena lateral. La cromatografia liquida de alta
resolucion es la técnica de eleccion para la identificacion de las quinonas
aunque la cromatografia en capa fina también puede resultar atil. Otros rasgos
ultraestructurales tipicos de los microorganismos gramnegativos son la
membrana citoplasmatica trilaminar interna, la capa de peptidoglucano y la
membrana trilaminar externa. L. pneumophila contiene una proteina de
membrana externa mayor con un peso molecular de unos 24-29 kDa. Esta
proteina forma canales permeables a iones en contacto con las membranas
lipidicas. El LPS de L. pneumophila serogrupo 1 se encuentra firmemente unido
a esta proteina. Los anticuerpos utilizados en técnicas de deteccién van

dirigidos fundamentalmente contra el LPS.

L. pneumophila produce diversas enzimas y toxinas potenciales que pueden
detectarse en sobrenadantes de cultivos o en lisados de bacterias intactas y
comprenden hemolisinas, proteasas, esterasas, fosfatasas, aminopetidasas y
endonucleasas. No se conoce el papel de estas en la patogenia y la produccion
de lesion tisular, dado que algunas de ellas también son producidas en cepas
no virulentas. También se ha descrito una proteina secretada al exterior, una
metaloproteasa de 38 kDa con propiedades hemoliticas y citotéxicas. Aunque se
ha visto que esta proteina no es un factor de virulencia imprescindible para el

desarrollo o supervivencia intracelular del microorganismo (21).
1.3.2. Requerimientos nutricionales

Desde el punto de vista metabdlico las legionelas son aerobias estrictas,
capnofilicas, poco sacaroliticas y, poco activas metabdlicamente. Sintetizan
catalasa, pero su reaccién es débil en comparacion con la de otras bacterias
catalasa positivas. L.pneumophila es negativa para la prueba de la oxidasa,
ureasa y nitratasa y positiva para la gelatinasa. Es una bacteria que hidroliza el

hipurato y produce un pigmento pardo similar a la melanina en medios que
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contengan tirosina y otro amarillo fluorescente en un medio con agar expuesto
a radiaciones ultravioletas de onda larga.

Legionella no es capaz de actuar sobre los hidratos de carbono ni por via
fermentativa ni oxidativa, utilizando como fuente de energia los aminoéacidos
que son catabolizados en el ciclo de Krebs. Ademas, algunos son factores
esenciales para la biosintesis. Los azUcares son sintetizados a través de la via
de Embden-Meyerhof-Parnas

L. pneumophila tiene requerimientos nutricionales complejos y no crece en
medios bacteriologicos convencionales. El extracto de levadura-carbon activado
amortiguado hasta un pH de 6.9 es el principal medio utilizado para el
aislamiento de L. pneumophila (figura 1). La L-cisteina es un componente
esencial del medio de cultivo (sobretodo en el primoaislamiento), y el hierro
estimula su crecimiento. Los ingredientes activos del extracto de levadura
aparentemente son los derivados purinicos y
pirimidinicos, entre los cuédles el mas importante es
la guanina. El carbon activado absorbe y destoxifica
los acidos grasos y radicales oxigenados y previene
la oxidacion de la cisteina (22). La adicién de a-

cetoglutarato al medio de cultivo, promueve el

desarrollo de las especies de Legionella,

Toenoprty Coae?

Figura 1. Colonias de

L. preumophita posiblemente porque participa en la eliminacién de

los radicales de oxigeno (23).
Inicialmente, estos requerimientos nutricionales inusuales parecen contradecir
la amplia distribucién de Legionella en ambientes acuaticos. La cantidad de
nutrientes que Legionella requiere para Su crecimiento es raramente
encontrada en agua dulce pero, si estuvieran presentes, s6lo servirian para
amplificar bacterias de crecimiento rapido que podrian competir con Legionélla.
En realidad, estos nutrientes representan un ambiente intracelular, no
nutrientes solubles comiinmente encontrados en agua dulce. Este aspecto es el
que relaciona que las legionelas, en su habitat natural acuético, se multiplican
en el interior de diversos protozoos, y en el medio libre se encuentran

formando parte de complejos biofilms microbianos.
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1.4. Epidemiologia
1.4.1. Ecologia y fuentes de infeccion

L. pneumophila esta ampliamente distribuida en la naturaleza y es capaz de
sobrevivir en medios muy diversos. Se ha descrito que la tierra puede constituir
un reservorio para la bacteria, pero es el agua su principal fuente
medioambiental, que forma parte de la comunidad microbiana natural de
ecosistemas acuaticos. Cualquier habitat acuatico concebible, con excepcién de
estuarios y ambientes salinos, es apto para su supervivencia, siendo ésta

posible en una amplia variabilidad de condiciones fisico-quimicas y bioldgicas.

L. pneumophila es capaz de sobrevivir en una amplia gama de condiciones
ambientales: temperatura, de 0 a 63°C; pH, de 5 a 8.5; oxigeno disuelto, de
0.2 a 15 mg/mL (24). L. pneumophila puede sobrevivir mas de un afio en

muestras de agua conservadas a una temperatura de entre 2 y 8°C.

Las masas acuaticas naturales contienen escasas cantidades de este
microorganismo. Dado que las especies de Legionella toleran el cloro, este
microorganismo sobrevive al tratamiento del agua y aunque en cantidades
reducidas, se encuentra presente en el sistema de distribuciéon de agua potable.
En ciertos habitats artificiales, como torres de refrigeracién o sistemas de
suministro de agua, que aseguran condiciones favorables de temperatura,
proteccion fisica y nutricion, el microorganismo puede desarrollarse y proliferar

en forma significativa.

La distribucion ubicua de L. pneumophila en depoésitos acuaticos artificiales es
paraddjica si se tienen en cuenta las dificultades para el desarrollo y el
crecimiento de estos microorganismos en el laboratorio. En la actualidad, se
sabe que el desarrollo 6ptimo de L. pneumophila en el medio natural requiere la
presencia de simbidticos, incluidas amebas y bacterias acuaticas (25). L.
pneumophila es capaz de infectar amebas y protozoos ciliados y multiplicarse
en el interior de estos organismos (26). La ruptura de los protozoos huésped de
L. pneumophila libera una gran cantidad de microorganismos mdviles, situacion

similar a la observada en las células mononucleares humanas. La localizacion
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intracelular del microorganismo puede facilitar la supervivencia en un medio

desfavorable.

La colonizacion de los sistemas de distribucién de agua por L. pneumophila
depende de una combinacion de varios factores, incluidos la temperatura del
agua, la acumulacion de sedimento y la microflora comensal (27-29). L.
pneumophila se encuentra en las superficies del sedimento que se acumula en
las zonas de estancamiento de los sistemas de agua e incluso en las superficies
de tuberia metalicas (30). También se ha visto que la colonias de L.
pneumophila adheridas a superficies son menos sensibles a los biocidas que

una poblacién plancténica.

Las torres de refrigeracion y los condensadores estan relacionados con muchos
casos de legionelosis. Ambos sistemas por evaporacion transmiten el calor a la
atmésfera mediante el contacto directo con el agua. La corriente de agua sale
de la torre o del condensador en forma de particulas aerosolizadas y la
contaminacién de estas particulas seria responsable de la transmision del
microorganismo a personas susceptibles. La fiebre de Pontiac se correlaciond
con particulas aerosolizadas provenientes de condensadores por evaporacion,
torres de refrigeracion, equipos de aire acondicionado y piscinas de

hidromasaje (31).

El descubrimiento de que L. pneumophila es capaz de colonizar los sistema de
suministro de agua (32) condujo a estudios mas rigurosos que determinaron
que el reservorio primario de L. pneumophila es el sistema de distribucion de
agua potable. La adquisicion de la legionelosis en la comunidad también se
correlacioné con la contaminacion de los sistemas de suministro de agua en
centros de rehabilitacién, instituciones geriatricas y suministros industriales de

agua.
1.4.2. Modo de transmision

La neumonia es el cuadro de presentacion de casi todos los pacientes con
legionelosis, lo que indica que la puerta de entrada primaria es el tracto
respiratorio. Esta demostrado que la vehiculizacion se produce mediante la

formacion de aerosoles a partir de depoésitos de agua contaminada, pudiendo
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estar también presente en el polvo cuando tienen lugar movimientos de tierra
por obras. La inhalacion de estas particulas y el impacto que produce a nivel del
alveolo pulmonar es lo que puede desencadenar la infeccién, por lo que es
I6gico que muchos de los brotes epidémicos se hayan producido en ambientes
donde tenia lugar la formacion de este tipo de aerosoles.

El primer aislamiento ambiental de L. pneumophila se obtuvo de una muestra
obtenida de una ducha y se supuso que el agua rociada por la ducha era una
forma de transmision del microorganismo. Sin embargo, estudios de simulacion
demostraron que la cantidad de microorganismos aerosolizada es escasa y que
los microorganismos se diseminan a una corta distancia (33, 34). Estudios
epidemiolégicos demostraron que las duchas no representan un factor de riesgo
(35, 36). Los equipos respiratorios, incluidos los nebulizadores y los
humidificadores, llenos de agua corriente pueden transmitir L. pneumophila en
forma de particulas atomizadas (34).

La aspiracion de agua contaminada también es una fuente de infeccion (37).
Uno de los principales brotes nosocomiales se registr6 en una poblacion de
pacientes quirdrgicos con neoplasias de estructuras de la cabeza y del cuello
con tendencia a la aspiracién como secuela de la intervencién quirlrgica (38).
En varios estudios se menciondé una correlacion entre la sonda nasogastrica y la
legionelosis nosocomial; estos casos se atribuyeron a la microaspiracion de
agua contaminada (36, 39, 40).

El personal sanitario puede utilizar agua corriente para enjuagar los equipos
respiratorios y los respiradores mecanicos. Se observo que los pacientes con
legionelosis nosocomial habian sido intubados con més frecuencia o durante un
periodo significativamente mas prolongado que los pacientes con neumonia por
otras causas (35). En la primera epidemia de 1976 en el hotel de Filadelfia, la
adquisicion de la infeccion se relacion6 significativamente con el consumo de
agua en el propio hotel, una asociacion que fue ignorada durante mucho
tiempo.

También se han descrito casos de infeccion de herida después de la inmersion
de estas en agua contaminada (41, 42). Otra posibilidad consiste en la

ingestion del microorganismo seguida de la diseminacion bacteriémica desde el
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tracto gastrointestinal. La diarrea también es un sintoma significativo de la
enfermedad de los legionarios. Por otra parte, las evidencias clinicas que avalan

esta hipotesis son escasas.
1.4.3. Relacidn con los protozoos

En el medio ambiente, L. pneumophila se puede presentar en forma
planctonica, o parasitando intracelularmente a protistas de vida libre, como
diferentes especies de amebas Hartmannella (figura 2), Acantomoebae,
Naegleria 'y un género de protozoos ciliados, 7etrahymena (26, 43). No se ha
documentado el crecimiento de Legionella en la naturaleza en ausencia de
protozoos, y se cree que éstos constituyen el medio de proliferacién de la
bacteria en el medio ambiente. La interaccion huésped-parasito se ha
comprobado que es crucial en la patogenia y ecologia de L. pneumophila. En la
naturaleza, los microorganismos residen frecuentemente en biofilms que

consisten en microcolonias bien organizadas envueltas en matrices poliméricas.

Figura 2. Hartmannella vermiformis iecta or

pneumaophila. Foto: Robert Koch-Institut
Dentro de estos biofilms, las microcolonias estan separadas mediante canales
de agua por donde se eliminan los deshechos y se provee de nutrientes. Esta
organizacion, facilita la comunicacion entre los miembros de la microcolonia y
permite una alimentacion cruzada entre diferentes especies. Ademas, la

conjugacion de DNA entre bacterias que ocurre en un porcentaje muy elevado
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dentro del biofilm, es también un instrumento para la evolucién y la adaptacién
a cambios en el medioambiente. Dentro del biofilm, las amebas de vida libre
constituyen el principal regulador de la poblacién bacteriana y son organismos

de interés en la adaptacion de las bacterias al interior de células eucariotas.

Esta fase de interrelacién procariota-eucariota, debe haber permitido la
adaptacion de Legionella a la supervivencia intracelular en el interior de
protozoos (44, 45) y se ofrece asi, un posible mecanismo mediante el cual estas
bacterias pueden resistir situaciones adversas y propagarse rapidamente en
condiciones favorables. Los estudios llevados a cabo sobre los ciclos de
infeccidon en protozoos tienden a utilizar como modelo a una ameba de vida
libre, Hartmannella vermiformis, a pesar de que otros modelos de protozoos
son también (tiles. Se ha podido observar que la unién de L. pneumophila a H.
vermiformis tiene lugar a través de ligandos bacterianos tipo pili. Uno de estos
pili, es un pili tipo 1V, designado como CAP (Competence and Adherence
associated Pifi); se ha observado que mutantes de L. pneumophila defectivos en
la expresion del CAP manifiestan una reduccion en la tasa de infeccién a células
protozoarias, pero no se afectan en su capacidad de multiplicacién intracelular
(46). La union de la bacteria a H. vermiformes, esta mediada por la adherencia
a un receptor del protozoo que se ha descrito como una galactosa N-acetil
galactosamina, lectina, de 170 kDa que es tirosina fosforilada y que esta
asociada con otras muchas proteinas fosforiladas. La infeccion por L.
pneumophila estd mediada por un receptor inducido por endocitosis e implica
un incremento en la actividad tirosina fosfatasa en H. vermiformes. Esto da
como resultado una desfosforilacibn de la tirosina de muchas proteinas
celulares del huésped como la paxilina y vinculina. La entrada de la bacteria
estd mediada por la induccién de la expresién génica en el huésped, que es
necesaria para la invasion de H. vermiformis por L. pneumophila, ya que la
inhibicion de esta expresion bloquea la entrada de Legionella. Después de la
interaccion inicial entre el protozoo y el parasito, la incursion de L. pneumophila
en las células del protozoo ocurre mediante un sistema de fagocitosis

convencional (47).
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De igual modo a lo que ocurre en los monocitos humanos, L. pneumophila
sobrevive intracelularmente en el huésped, evitando la fusién fagosoma-
lisosoma, dirigiéndose al interior de vesiculas que estan destinadas a no
fusionarse con los lisosomas y proporcionando al microorganismo una
posibilidad para sobrevivir y proliferar. EIl endosoma conteniendo la célula de
Legionella se fusiona con las células del reticulo endoplasmico del huésped y
éste comienza a ser el lugar de multiplicacién de la bacteria. Se ha comprobado
que las cepas virulentas de L. pneumophila pueden parasitar amebas mientras
que las células avirulentas carecen de algun factor necesario para realizar este

tipo de invasion (48).

Una fase crucial en el ciclo de vida de los patégenos intracelulares, consiste en
escapar de la célula huésped una vez concluida la replicacién intracelular.
Durante afios se pens6 que Legionella escapaba mediante un fendémeno de lisis
no especifica de las células huéspedes debido a la carga fisica y metabdlica de
un elevado numero de bacterias intracelulares. Recientemente se ha
comprobado, que Legionella escapa del protozoo mediante un mecanismo
citolitico especializado regulado y mediado por una actividad formadora de poro
(49). Esta actividad se pone en marcha, s6lo cuando la bacteria ha pasado la
fase logaritmica de crecimiento. Ciertas cepas mutantes de L. pneumophila que
son defectuosas en la expresion de la actividad formadora de poro, permanecen
atrapadas en el interior de la célula huésped después de la replicacion
intracelular. Respecto a las bases moleculares de infeccion del protozoo, se han
identificado en los dltimos afios numerosos loci genéticos de Legionella que
son requeridos para la supervivencia y multiplicacion intracelular. Es interesante
resaltar, que muchos de estos loci son necesarios para los procesos de infeccién
de ambos huéspedes protozoos y mamiferos como mip (45) o otros que sélo se
requieren para la infeccién en células de mamiferos como mil (macrophage

infectivity loci).
1.4.4. Biofilms

Podriamos definir un biofilm como un grupo de microorganismos (bacterias,

protozoos,...) normalmente en poblaciones mixtas (comunidades), que se
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adhieren a una superficie y forman una estructura en 3 dimensiones y donde el
componente mayoritario es, en general, el agua, que puede representar hasta
un 97% del contenido total (figura 3). Ademés de agua y de las células
bacterianas, la matriz del biofilm es un complejo formado principalmente por
exopolisacaridos secretados por los propios microorganismos que forman parte
del biofilm. En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como
proteinas, material genémico y productos diversos procedentes de lisis de las

bacterias.

Water Channel
i | Fast-Growing Cells

) slow Growing Cells

<4mmmm Microcolones

Protozoa

Amoebae

Base Material

Figura 3. Esquema de la estructura de un biofilm.
http://www.sobs.soton.ac.uk/

En los primeros trabajos sobre la estructura del biofilm, una de las cuestiones
gue surgia con mayor reiteracién era como las bacterias del interior del biofilm
podian tener acceso a los nutrientes o al oxigeno. Estudios realizados utilizando
microscopia laser confocal y de epifluorescencia han mostrado que la
arquitectura de la matriz del biofiim no es sélida y presenta canales que
permiten el flujo de agua, nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas
profundas (figura 4). La existencia de estos canales no evita, sin embargo, que
dentro del biofilm podamos encontrarnos con ambientes diferentes en los que
la concentracion de nutrientes, pH u oxigeno sea diferente. Esta circunstancia
aumenta la heterogeneidad sobre el estado fisiologico en el que se encuentra la
bacteria y dificulta su estudio.

Legionella no tiene capacidad para crecer en el laboratorio en ausencia de
hierro. En las torres de refrigeracion Legionella obtiene el hierro de particulas

en suspension y de los materiales entre los que abunda el acero. Parte de su
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éxito no se debe a que sean cepas con requerimientos particulares, es decir, no
son microorganismos raros. En realidad, son bacterias perfectamente
adaptadas, con mecanismos de resistencia genética que les permiten obtener
recursos de la degradacion de los materiales sobre los que se fijan, de los
restos de materia organica y de la relaciobn beneficiosa con otros
microorganismos. En esencia, estos microorganismos pueden crecer sin
problemas, aunque para sobrevivir reducen su tamafio celular y ralentizan su
capacidad para multiplicarse. Esto implica un retraso en la capacidad para
recuperar su actividad celular, que lleva incluso a que en los andlisis rutinarios

no se consiga detectar con facilidad su presencia.
: ; . — ”

ASM WMirobeLibrary.or an & Gibbon
Figura 4. Fotografia con microscopia electronica de un biofilm de
un sistema de agua industrial. Rodney Donlan and Donald Gibbon
ASM.

A diferencia de otras situaciones, es interesante destacar que un crecimiento
enlentecido no es sinébnimo de lesiéon o de eliminacién de la bacteria, sino de
resistencia, puesto que al no poder crecer, la cantidad de sustancias que entra
en la célula es menor. Ello implica que al utilizar desinfectantes que necesitan
entrar en el interior del citoplasma no tengan ningin efecto, como por ejemplo
los alcoholes y la mayoria de los acidificantes y las sales.

La creacion de un biofilm representa una ventaja competitiva para la
supervivencia y un incremento de la resistencia esperada. Asi, estas bacterias
pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes a los desinfectantes que las

bacterias que estan en suspension. Entre los mecanismos responsables de la
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resistencia se incluyen la barrera fisica y quimica, que constituye la matriz de
exopolisacaridos que forma el biofilm. También lo es el crecimiento enlentecido
de las bacterias del biofilm provocado por la limitacién de nutrientes.

Ademas, la existencia de microambientes que antagonicen con la accion del
desinfectante o la existencia de sustancias de desecho del metabolismo del
microorganismo que fijen o inhiban la accion del desinfectante también es uno
de los mecanismos de la resistencia. Por Ultimo, también lo es la activacion de
respuestas de estrés que provocan cambios en la fisiologia de la bacteria y la
aparicion de caracteristicas especificas en el biofilm que activamente combata
los efectos negativos de las sustancias desinfectantes. Todos estos factores,
bien de forma individual o asociada, confieren un sistema de resistencia que
impide la eliminacion completa del microorganismo si no hay estrategias

especificas.

1.5. Patogénesis
1.5.1. Mecanismos de patogenicidad

La legionelosis aparece fundamentalmente en personas mayores, con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), en personas que toman

glucocorticoides y en enfermos transplantados (50).

Como se ha explicado en el apartado anterior las legionelas son capaces de
multiplicarse en un protozoo y de sobrevivir a la fagocitosis por el macréfago
alveolar. Los factores de virulencia que facultan a las legionelas para la
multiplicacién intracelular, tanto en los protozoos como en los macréfagos, han
sido muy estudiados en las diferentes etapas del proceso: endocitosis,
vacuolizacién, multiplicacion y, finalmente, liberacion de las células. Se conoce
que los factores de virulencia no son idénticos entre especies de Legionella
aisladas de procesos patolégicos humanos, ni en una misma especie no es
idéntica la activacion de los factores de virulencia en el interior de una ameba o

de un macréfago humano (46).

La endocitosis por el macréfago, que tiene lugar mediante la formacion de unos

pseudopodos particulares que forman una especie de espiral para constituir,
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finalmente, una vacuola fagocitica en el citoplasma (fagosoma) en la que se
localiza la bacteria. EI mecanismo por el que el fagosoma se rodea de reticulo
endoplasmatico de manera que se impide la fusion con los lisosomas parece
depender de unas proteinas secretadas por la bacteria y que modifican las
membranas del fagosoma, y quizas también, del reticulo y del lisosoma (51,
52). Los sistemas de excrecion de estas proteinas bacterianas corresponden,
probablemente, a sistemas del grupo Il y IV, que han sido objeto de numerosos
estudios (49, 53). L. pneumophila constituye, por tanto, un ejemplo interesante
para estudiar la fisiologia del trafico de membranas intracelulares y de los
compartimentos que delimitan a los macréfagos, trafico que esta directamente

relacionado con la destruccion de las bacterias patdégenas (figura 5).

Numerosos estudios de mutagénesis han demostrado la existencia de diversos
genes relacionados con estos procesos. Gao et al. (54) utilizaron mutantes de L.
pneumophila estudiando su replicacion en macrofagos y amebas, y esperando
que los mutantes defectivos mostraran el mismo fenotipo. Del grupo de
mutantes estudiados, varios de ellos exhibieron defectos fenotipicos muy
similares en ambos macrofagos y H. vermiformis. A este locus se le designo
mip. Estas observaciones mostraron que muchos de los aspectos moleculares
de la infeccién intracelular de los macréfagos y protozoos son similares. Sin
embargo, otro grupo de mutantes defectivos dentro de los macrofagos
mostraron fenotipos distintos dentro de los protozoos y al locus defectivo se le
denomind mi/ (55). Se ha postulado que L. pneumophila, ha evolucionado como
un parasito de protozoos en el medio ambiente y la adaptacion a esta primitiva
fagocitosis intracelular fue suficiente para permitir que la bacteria sobreviviera y
se multiplicara en el interior de células mas evolucionadas como las de los

mamiferos (56).

Otros factores bacterianos que promueven la infeccion intracelular y la
virulencia son los loci de L. pneumophila designados como dot (defect in

organelle trafficking) (57) y icm (intracelular multiplication) (53).
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Figura 5. Esquema de la infeccién, multiplicacion y liberacién
de L. pneumaophila. http://www.micro.biol.ethz.ch

El analisis de la secuencia de aminoéacidos de los genes dot/icm, confirman que
existe transferencia de DNA por conjugacion (58), mutantes defectivos en estos
genes son defectivos en la apropiada maduracion de los fagosomas de L.
peumophila, en la induccion de la apoptosis y en la formacién de poro, cuando

parasitan células de mamiferos.

Al final de la fase intracelular se producen un conjunto de cambios en la
bacteria que le permiten adaptarse a los diferentes estadios del proceso que
finaliza después de la multiplicacion, adquiriendo una serie de caracteristicas
que le permitirdn liberarse al exterior (induccion de la muerte celular por
apoptosis) y reinfectar a otros macréfagos (resistencia a los acidos, la expresion

de flagelos y la citotoxicidad, entre otras).
1.5.2. Respuesta inmune frente a Legionella

En las infecciones del tracto respiratorio inferior, al igual que en otras
localizaciones, el tipo de respuesta inmune e inflamatoria esta condicionada por

la naturaleza del agente infectivo.

La inmunidad innata es capaz de reconocer una serie de componentes
microbianos (PAMPs: Pathogen associated molecular patterns), compartidos por
un gran nimero de patdégenos, mediante la expresion de receptores codificados

en el genoma. Los receptores reconocedores de patrones (PRR: Pattern
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recognition receptors) pueden expresarse en la superficie celular, en
compartimentos intracelulares o bien secretarse al torrente circulatorio u otros
fluidos orgénicos. La funcién de estos receptores es la opsonizacion, activacion
del complemento y de las cascadas de la coagulacion, fagocitosis, activacion de
sefiales proinflamatorias e induccion de apoptosis. Entre los receptores de
patrones de reconocimiento destacan el receptor CD14, los toll-like receptors,
asociados a la membrana, los scavenger receptorsy los receptores de péptidos
formilados, ademés de las proteinas Nod (Nucleotide-binding oligomerization
domain), presentes en el citoplasma (59). Las sefiales intracelulares después de
la fijacion a los diversos receptores dan lugar a la translocacién del factor NF-xB
desde el citosol hacia el ntcleo donde se une al DNA y actia como promotor de
multiples genes de moléculas implicadas en orquestar la respuesta inflamatoria,
tales como citocinas y quimiocinas que a su vez activan a los fagocitos
(neutrdfilos y macréfagos) y dan lugar a la activacion de la respuesta inmune

adaptativa, mediada por los linfocitos.

La entrada de los microorganismos en el tracto respiratorio desencadena la
actividad del aparato ciliar epitelial respiratorio con la finalidad de eliminar el
microorganismo. Esto estaria respaldado por la asociacién epidemiolégica entre
la legionelosis y el tabaquismo, la enfermedad pulmonar crénica y el
alcoholismo, condiciones que debilitan la funcion del sistema de depuracion

mucociliar.
1.5.2.1 Inmunidad innata frente a Legionella

La respuesta inmune a L. pneumophila es similar a la inducida por otros
microorganismos intracelulares oportunistas. Inicialmente posee una gran
capacidad para infectar macréfagos y tiene una gran capacidad
inmunoestimulante, dando lugar a sintomatologia severa como consecuencia de
la rapida estimulacién de citocinas proinflamatorias. Los antigenos tipicamente
inmunoestimulantes son aquellos comunes a otros bacilos gramnegativos, como
el lipopolisacarido, las heat-shock proteins, flagelos y fimbrias, que inducen la

respuesta proinflamatoria (60).
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En el curso de la infeccién por Legionella hay una primera fase de rapida
multiplicacion bacteriana en las células del huésped, con una reaccion
inflamatoria intersticial consistente en macréfagos, linfocitos B y células natural
killer. Esta respuesta inicial limita el crecimiento de la bacteria en los
macrofagos y citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNFo) y el

interferon gamma (IFNy) aumentan la actividad bactericida de los fagocitos.

La fagocitosis por los monocitos humanos es mediada por un sistema fagocitico
de tres componentes compuesto por receptores del complemento C3 y la
proteina de membrana externa mayor de superficie de Legionella. Si bien los
monocitos sanguineos pueden fagocitar Legionella en ausencia de anticuerpos
especificos, la presencia de una opsonina especifica mejora la fagocitosis. El
papel desempefiado por los leucocitos polimorfonucleares en las defensas del
huésped contra Legionella no se conoce con certeza. A diferencia de lo
observado en los monocitos, el microorganismo no replica en el interior de los
leucocitos polimorfonucleares. La destruccion de los macréfagos, las lesiones
indirectas sobre las células epiteliales y el reclutamiento de neutrdfilos y
monocitos produce una neumonitis con un exudado rico en fibrina y células
fagociticas muy necréticas. La neumonitis puede ir acompafiada de lesiones
micronodulares, destrucciéon de la arquitectura pulmonar e incluso, en casos

graves, de abcesos visibles macroscopicamente (61).
1.5.2.2 Inmunidad especifica frente a Legionella

Estudios /n vitro sugieren que la inmunidad humoral desempefia un papel
secundario en las defensas del huésped; por ejemplo, los anticuerpos no
promueven la destruccion de L. pneumophila por los fagocitos (leucocitos
polimorfonucleares, monocitos o macrdfagos alveolares) y no inhibe la
multiplicacion intracelular en los monocitos y los macréfagos alveolares. Por
otra parte, en pacientes con legionelosis pueden detectarse anticuerpos contra
Legionella tipo especificos, por lo general del tipo IgM en una fase inicial e 1gG

en una fase posterior, en las primeras semanas después de la infeccion.

Ademads, los animales inmunizados muestran respuesta de anticuerpos

especificos y resistencia a la reinfeccion por Legionella (62, 63). Los anticuerpos
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séricos activarian la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos en las

células del huésped (64).

En una segunda fase, la defensa inmunitaria frente a Legionella depende,
fundamentalmente, de la inmunidad celular, en la que actian como efectores
finales los macrofagos activados por accion de los linfocitos Thl (64) y es
crucial el papel del IFN-y. La respuesta de tipo Thl da lugar a funciones
citotdxicas e inflamatorias, a diferencia de la respuesta Th2 que se asocia a la
produccion de anticuerpos. El IFN-y, como citocina Thl, inhibe selectivamente
la proliferacion de células Th2. En general, las células Thl suelen mediar la
proteccién contra patégenos intracelulares (mientras la proteccién contra los
extracelulares esta mediada por una combinacion de Th2 y Thl). Asi, este tipo
de inmunidad es la misma que controla las infecciones por Mycobacterium
tuberculosis y por Leishmania, entre otros microorganismos. La importancia de
la inmunidad celular se evidencia con el hecho de que la legionelosis no es
frecuente en enfermos con déficit humorales, déficit de complemento, ni en
enfermos granulocitopénicos lo cual concuerda con las observaciones /in vitro de
que ni la opsonizaciéon ni la activacion del complemento son letales para L.
pneumophila que, por otra parte, parece que no es erradicada eficazmente por

los neutrofilos.

La inmunidad mediada por células se manifiesta por la proliferacion de
linfocitos y la hipersensibilidad cutdnea retardada a los antigenos de L.
pneumophila en las dos primeras semanas después de la infeccién (63, 64). En
pacientes y animales infectados, las células mononucleares responden a los
antigenos de L. pneumophila con un aumento de la proliferacion y la
produccion de citocinas activadoras de los monocitos como IFN-y, interleucina 1
(IL-1) y TNF-a (64). Las células citotéxicas naturales (natural killer) estimuladas
por la IL-2 son capaces de destruir monocitos infectados por L. pneumophila. El
TNF-o. aumenta la resistencia de los macréfagos alveolares y los neutréfilos a
L. pneumophila y media la liberacion de IL-2 e IFN-y enddégenos (65, 66). Los
monocitos activados por el IFN-y reducen la tasa de multiplicacién de

Legionella, en parte mediante la reduccién del hierro disponible para las
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bacterias. Las caracteristicas particulares de la respuesta inmune a Legionella
condicionan, pues, el tipo de poblacién susceptible y las manifestaciones

clinicas de la infeccion.

1.6. Presentacion clinica
La infeccion por Legionella se puede manifestar con un espectro clinico muy
variable que va desde formas asintomaticas, detectables por estudios de
seroprevalencia, hasta una neumonia grave con fallo multiorganico (67). La
variabilidad clinica de esta infeccion depende probablemente de varios factores,
como el tamafio del indculo, la patogenicidad de la cepa, la forma de
transmision y los factores relacionados con el huésped. Las dos formas clinicas

mas frecuentes son: la fiebre de Pontiac y la neumonia (legionelosis).
1.6.1. Fiebre de Pontiac

No hay mucho acuerdo en la definicion de la fiebre de Pontiac (68-70).
Frecuentemente, el diagndstico esta basado en pruebas epidemioldgicas,
clinicas, microbiol6gicas y medioambientales. En el caso de la fiebre de Pontiac,
las pruebas epidemiolégicas y clinicas incluyen un episodio con un periodo corto
de incubacién, y una enfermedad con una corta duracién de los sintomas, no
fatal y sin neumonia, acompafada de malestar general, mialgias y fiebre. La
edad y el tabaco no parecen ser factores de riesgo asociados a este sindrome.
Hasta el momento no hay un acuerdo para determinar el periodo de incubacién,

ni los sintomas clinicos ni las especies de Legionella involucradas (68).

La fiebre de Pontiac estd probablemente infradiagnosticada debido a su nula
mortalidad y la baja especificidad de los sintomas, incluso todavia es tema de
discusion si es producida o no por especies de Legionella (70). En una fraccion
importante de personas afectadas se ha probado la exposicion a aerosoles
contaminados por Legionella y el desarrollo de anticuerpos especificos. Sin
embargo, el tiempo de incubacién tan corto no permite una alta multiplicacion
de la bacteria ni en el pulmén ni en otras partes del cuerpo. Ademas, la
ausencia de neumonia, la corta duracion de la enfermedad y la completa

recuperacion sin necesidad de tratamiento antibiotico hace de Legionella un
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agente responsable improbable. Se hipotetiza que la fiebre de Pontiac es
probablemente producida por una exposicibn a una mezcla téxica de
microorganismos vivos y muertos, sus productos, incluyendo endotoxinas
producidas por otras bacterias asi como una baja de carga de Legionella vivas o
muertas incapaces de producir neumonia (70). Sin embargo, la alta frecuencia
de antigenuria positiva (36%0) en el brote de fiebre de Pontiac de la ciudad de
Oklahoma aport6 evidencias de que el brote pudo ser debido a la inhalacion de
L. pneumophila serogrupo 1 y no por la inhalacion de endotoxina de otras
bacterias (69) .

1.6.2. Legionelosis

La manifestacion principal de la enfermedad del legionario es la neumonia. Esta
enfermedad abarca un amplio espectro de manifestaciones clinicas que
comprende desde tos leve con fiebre débil hasta un cuadro de estupor asociado
con infiltrados pulmonares diseminados y fallo multiorganico. El periodo de
incubacién de la legionelosis oscila entre 2 y 10 dias. En una fase temprana de
la enfermedad los pacientes refieren sintomas inespecificos, como fiebre,
malestar general, mialgias, anorexia y cefalea. En una fase inicial la tos es leve
y escasamente productiva, con hemoptisis poco frecuente. El dolor toracico, de
tipo pleuritico o no, puede ser una manifestacion importante en algunos casos;
si se acompafia de hemoptisis a menudo orienta hacia el diagnéstico erroneo de

embolia pulmonar.

La diarrea se observa en el 25 al 50% de los casos; por lo general las heces son
blandas y no sanguinolentas (1, 71, 72). Del 10 al 20% de los pacientes
padecen nauseas, vomitos y dolor abdominal. Los sintomas neuroldgicos varian
entre cefalea y letargia y un cuadro de encefalopatia. El sintoma neuroldgico

mas frecuente es confusién mental (73, 74).

En los casos tipicos el examen fisico del térax revela rales en una fase
temprana de la enfermedad y signos de condensacion pulmonar. La bradicardia
en relacion con la fiebre es una manifestacion sobrevalorada, pero puede
observarse en ancianos con neumonia avanzada. La hipotension se observd en

el 17% de los pacientes con neumonia adquirida en la comunidad (73). En una
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serie el 19% de los pacientes tenfan fiebre de mas de 40.5°C (75). Los
escalofrios con temblores son més frecuentes en los pacientes con neumonia

avanzada.

En estudios prospectivos comparativos, las manifestaciones clinicas
generalmente eran similares en las neumonias causadas por L. pneumophila y
las causadas por otros microorganismos (71, 76). Asimismo, las alteraciones en
las pruebas funcionales hepéticas, hipofosfatemia, hematuria y alteraciones
hematoldgicas, no son méas frecuentes en la legionelosis que en la neumonia
por otras causas. En cambio, la hiponatremia se observé con mayor frecuencia

en la legionelosis (71, 75-77).

Aunque la presentacién clinica no es especifica, las siguientes manifestaciones
deben orientar hacia el diagnéstico de legionelosis en un paciente con
neumonia de causa desconocida: 1) alto numero de neutréfilos y bajo de
microorganismos en las secreciones respiratorias tefiidas con Gram; 2)
hiponatremia y 3) ausencia de respuesta al tratamiento con antibi6ticos

betalactdmicos y aminoglucdsidos.
1.6.3. Infeccion extrapulmonar

La legionelosis extrapulmonar es rara, aunque se han descrito algunos casos de
celulitis, sinusitis, pancreatitis, peritonitis, pielonefritis y endocarditis por
diseminacién hematégena en pacientes inmunodeprimidos, con frecuencia sin
infeccion pulmonar concominante (78). Otra forma de presentacion es la
infeccion de herida quirdrgica por inoculacion directa tras el lavado con agua
contaminada. La localizacion mas frecuente en estos casos es la infeccion de
esternotomia, habiéndose descrito casos de pericarditis, miocarditis y

endocarditis protésica (41).

Se ha descrito un caso de endocarditis por Legionella adquirida en el hospital
por un paciente con una protesis valvular cardiaca (79). Este paciente presentd
un cuadro de fiebre, sudoracién nocturna, malestar general y sintomas de
insuficiencia cardiaca congestiva. La anemia es una manifestacion frecuente
cuya gravedad se correlaciona con la duracién de la infeccion. A diferencia de la

endocarditis provocada por otros microorganismos, la endocarditis por
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Legionella no se asocié con episodios embdlicos, presuntamente debido al
escaso tamafio de las vegetaciones valvulares. Se comunicaron numerosos
hallazgos, como coagulacion intravascular diseminada, trombocitopenia,
glomerulonefritis, erupciones cutaneas, neuropatias e insuficiencia hepética. Es
posible que estas manifestaciones representen hallazgos inespecificos
relacionados con la gravedad de la infeccion, el tipo de enfermedad subyacente

o los efectos secundarios del tratamiento farmacolégico.

1.7. Diagnostico
1.7.1. Anatomia patoldgica

Las alteraciones macroscopicas que caracterizan a esta enfermedad se limitan
por lo general a los pulmones, que aparecen aumentados de peso y con
consolidacion lobulillar (bronconeumonia) o lobular. En mas de la mitad de los
casos se comprueba en la autopsia un derrame pleural, por lo general poco

abundante y no hemorréagico.

Los hallazgos microscépicos pulmonares son muy semejantes a los de la
neumonia lobular (neumocécica) clasica. Mediante tinciones especiales pueden
verse numerosos bacilos en el interior de macréfagos y polimorfonucleares y
algunos fuera de las células. Para dicha demostracion suelen utilizarse la
impregnacion de plata de Dieterle o las tinciones de Wolbach o Giménez que,
aungue no son especificas para esta bacteria, resultan altamente sugestivas en
el contexto anatomopatolégico adecuado. Las técnicas de identificacion mas
especificas son la tincibn con anticuerpos fluorescentes especificos y la

hibridacion /n situ con sondas de DNA.

So6lo se ven microorganismos fuera del pulmén y los 6rganos toracicos en
contadas ocasiones, siendo los lugares de afectacion mas frecuentes en dichos
casos el higado, el bazo, los ganglios linfaticos, la médula ésea, el endocardio y
los rifiones, lo que confirma la legionelosis como una enfermedad con potencial

afectacion multisistémica de diseminaciéon hematégena.
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1.7.2. Radiografia de térax

En la mayoria de los casos, la primera radiografia de térax es anormal, aunque
en algunos casos raros de neumonia nosocomial los sintomas respiratorios y la
fiebre preceden al infiltrado pulmonar radioldgico (80). No obstante, la mayoria
de los pacientes con legionelosis presentan alguna alteracion radiolégica hacia
el tercer dia de la enfermedad (81). En una fase temprana, el compromiso
pulmonar generalmente es unilateral y afecta predominantemente a un I6bulo
inferior. El infiltrado inicial tipico es alveolar y puede ser segmentario/lobular o
difuso y focal (82). Las zonas iniciales de aumento de densidad pueden consistir
en nodulos redondeados y mal delimitados de base pleural y confundirse con
zonas de infarto pulmonar. La zona de infiltracién inicial a menudo progresa

hacia una consolidacién mas extendida en el curso de algunos dias.

Los derrames pleurales son frecuentes y en algunos casos raros se manifiestan
antes del infiltrado en la radiografia (82). Los derrames pleurales asociados con
legionelosis generalmente son de tamafio moderado y rara vez complican el
manejo del paciente, aunque existe el riesgo de empiema. Se comunicaron
algunos pocos casos de adenopatias hiliares y formacién de neumatocele. En
los pacientes inmunosuprimidos por un tratamiento de corticoesteroides no es
infrecuente observar una cavitacién y formacién de abcesos (82). La cavitacion
puede aparecer hasta 14 dias después de la presentacion del paciente adn
después de un tratamiento antibidtico adecuado y una respuesta clinica
aparente. La ruptura de una cavidad en el espacio pleural con empiema o una

fistula broncopleural resultante es una complicacion rara.

La progresion de los infiltrados a pesar de un tratamiento apropiado es un
hallazgo frecuente. La magnitud de la infiltracion radiolégica no se correlaciona
bien con la gravedad del cuadro clinico ni con el prondstico final. Existe una
correlacion significativa entre la gravedad radiolégica y la presencia de L.
pneumophila en el esputo (83). Es posible que la mayor cantidad de
microorganismos en las secreciones respiratorias se asocie con mas gravedad

de la enfermedad expresada en la radiografia. La mejoria radiologica se observa
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varios dias después de la mejoria clinica. Los infiltrados radiograficos

desaparecen en el curso de 1 a 4 meses.

1.8. Diagndstico microbiolégico
1.8.1. Examen microscoépico

L. pneumophila aislada en esputo y pulmén es un cocobacilo de 3 a 5 um de
largo. Esta morfologia es muy diferente de la observada de la bacteria aislada
de cultivo, la cual es de bacilo filamentoso de 10 a 25 um. Menos del 0.1% de
L. pneumophila presente en pulmén o esputo puede visualizarse utilizando la
tincibn de Gram. La forma presente en los tejidos humanos, es la forma
intracelular de menor tamafio, la cual cosa dificulta la visualizacion mediante
tincibn de Gram. Mediante la tincion de Giménez se aumenta
considerablemente el nimero de bacterias detectadas en el esputo y en
muestra de tejido de pulmon, se pueden visualizar de 100 a 1000 veces mas
que las visualizadas con la tincion de Gram. Aun asi, esta tincion es menos
sensible que la fluorescencia directa para la deteccién de Legionella en muestra
de esputo (84). Se pueden observar ambas tinciones en la figura 6. Por el
contrario, la tincion de Giménez es dificil de preparar, no estd comercializada,
requiere filtracién antes de su uso, es bastante inestable y no es especifica para

Legionella.

fluorescencia directa. ASM.

La microscopia directa con anticuerpos fluorescentes es el método mas sensible
y especifico para detectar L. pneumophila en tejidos y esputo (84). Ademas, es

un método rapido y fue el primer método diagnéstico usado para detectar
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Legionella en tejido pulmonar y secreciones respiratorias. La
inmunofluorescencia directa es un procedimiento de tincibn que permite
detectar con rapidez la presencia de cualquier serogrupo de L. pneumophila en
muestras clinicas. Esta técnica se realiza con un anticuerpo monoclonal capaz
de reconocer todos los serogrupos de L. pneumophila. Los anticuerpos,
marcados con fluoresceina, se unen a los antigenos de la pared de L.
pneumophila, un posterior lavado elimina los anticuerpos no fijados y al
examinar la extensién con un microscopio de fluorescencia se puede observar la

fluorescencia en la pared de estas bacterias.

Su realizacién esta indicada cuando interese alcanzar un diagnéstico etiologico
rapido en una neumonia sospechosa de estar causada por Legionella. La
sensibilidad del método oscila entre el 25 y el 75% siendo la especificidad del
95%. Podemos obtener falsos positivos debidos a reacciéon cruzada de los
anticuerpos monoclonales con otras bacterias, como Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Bacteroides fragilis, Staphylococcus aureus,
Bordetella pertussis, Bacillus spp.; el nUmero de estas reacciones cruzadas
dependera de la experiencia del observador para distinguir la morfologia de L.
pneumophila. Los resultados deben ser interpretados con precaucién, un
resultado negativo no excluye la posibilidad de que el paciente esté infectado
por Legionella'y un resultado positivo debe interpretarse como un diagndstico
presuntivo. Por ello, actualmente no se recomienda su utilizacion como dnico

método diagnostico.
1.8.2. Cultivo e identificacion

El aislamiento de la bacteria en cultivo es considerado el método de referencia
en el diagnoéstico de la infeccién causada por Legionella. Es el Gnico método
disponible que permite detectar infecciones causadas por cualquiera de las
especies y serogrupos de Legionella (aproximadamente 15-20 % de las
infecciones se deben a especies o serogrupos diferentes de L. pneumophila
serogrupo 1). Tiene como inconveniente el tiempo que tarda en crecer el

microorganismo, de 3 a 10-12 dias (85, 86) y su baja sensibilidad.
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La sensibilidad del cultivo en muestras respiratorias oscila entre un 20 y un
80% y varia en funcion del tipo de muestra, siendo la especificidad del 100%.
Esta baja sensibilidad se debe, entre otros, a los siguientes factores: la
naturaleza de la bacteria que crece con dificultad aun en medios selectivos, la
limitada supervivencia de la bacteria en las muestras clinicas, la aplicacién de
una terapia antibiética previa a la toma de muestra y la experiencia

microbioldgica requerida para su aislamiento.

Aunque se puede considerar un método tedioso e incluso de dificil realizacion,
es muy recomendable su utilizacién de forma rutinaria, ya que permite realizar
posteriores estudios que ayudan a mejorar el conocimiento de la bacteria, como
las investigaciones epidemioldgicas para detectar las posibles fuentes de

infeccién, o la realizacion de estudios de sensibilidad frente a antimicrobianos.

Las muestras recomendadas para realizar el cultivo de la bacteria incluyen
secreciones respiratorias, tejido pulmonar y, en funcién del tipo y nivel de

contaminacién, pueden ser agrupadas en:

- Secreciones respiratorias contaminadas: esputo y muestras del tracto
respiratorio inferior contaminadas con flora del tracto respiratorio superior,
como aspirados, lavados o cepillados bronquiales.

- Secreciones respiratorias no contaminadas: muestras del tracto respiratorio
inferior no contaminadas, como las obtenidas con cepillo telescopado y por
aspiracion pulmonar transparietal.

- Tejidos: tejido pulmonar obtenido por biopsia o necropsia, o tejido de otros
drganos.

- Liquido pleural.

- Otras muestras menos frecuentes como el liquido cefalorraquideo.

Para el cultivo de Legionella se utiliza un medio especifico, BCYEa (buffered
charcoal yeast extract suplementado con a-cetoglutarato), que contiene los
elementos requeridos por la bacteria, como hierro y cisteina. Se han utilizado
algunos antibiéticos, como la polimixina B, la oxitetraciclina, la anisomicina, el
cefamandol, la vancomicina, etc., para afiadir a la BCYE-a. Obtenemos asi

medios de cultivo selectivos como el GVPC o los BMPA-q, idénticos al BCYE-a
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con distintos suplementos de antibidticos y/o glicina afiadidos. (87). Para el
primer aislamiento las placas deben incubarse a 35-37°C, en condiciones de
aerobiosis y humedad, y aunque el crecimiento de la bacteria generalmente
empieza a ser visible a partir del tercer dia de incubacion, los cultivos se deben
mantener en estas condiciones 10-12 dias antes de considerarlos negativos.
Pequefias cantidades de CO, (2.5-5%) pueden favorecer el crecimiento de
algunas especies. Cuando se procesan muestras contaminadas (esputo) se
recomiendan tratamientos de descontaminacién, ya que ayudan a eliminar la
flora acompafante y favorecen el reconocimiento de las colonias de Legionella.
Los tratamientos utilizados son de 2 tipos, calor (50°C 30 min) y tratamiento

acido (pH de 2.2 durante 5 min).

Aunque el género Legionella comprende mas de 50 especies y mas de 70
serogrupos, la mayoria de los cultivos recuperados de muestras de pacientes
pertenecen a la especie L. pneumophila, siendo L. pneumophila serogrupo 1 el
que se identifica con mayor frecuencia. Se debe tener en cuenta que mientras
L. pneumophila crece bien en los medios de cultivo utilizados, no ocurre lo
mismo con otras especies, que crecen con mas dificultad, requieren mas tiempo

y, en ocasiones pueden llegar a perderse en subcultivos sucesivos.

Las especies de Legionella pueden identificarse por una variedad de métodos.
Estos incluyen la inmunofluorescencia (IF) con anticuerpos poli- o
monoclonales, aglutinacién en porta o con particulas de latex, ensayos con
anticuerpos género-especificos mediante dot-blot en colonias y amplificacion
especifica del DNA mediante técnicas de PCR. También se pueden utilizar
algunas pruebas bioquimicas, aunque no suelen ser muy Utiles debido a que

aportan resultados variables.

También recientemente se han desarrollado métodos de secuenciacién de
fragmentos de genes, utilizando como dianas el gen 5S RNAr (88) y 16S RNAr
(89) o el gen mip (90). La secuenciacion de este Ultimo es mas dicriminatoria

en la identificacion de especies de Legionella implicadas en infeccion humana.
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1.8.3. Diagnéstico serolégico

Desde el brote de Filadelfia, en el cual se utilizé la inmunofluorescencia
indirecta (IFI) para la deteccion de anticuerpos en los pacientes afectados, se
han desarrollado una variedad de pruebas para detectar anticuerpos especificos
en muestras de suero, incluyendo microaglutinacion y métodos de
enzimoinmunoensayo (EIA), asi como ensayos de hemaglutinacion indirecta y
contrainmunoelectroforesis. La IFl y el EIA han sido los métodos mas utilizados
durante afios principalmente para L. pneumaophila serogrupo 1. Las pruebas de
microaglutinacion presentan la ventaja de que por su facilidad de realizacién
permiten ensayar un gran ndimero de muestras a la vez, presentando una
sensibilidad del 80% y una especificidad que oscila entre el 97 y 99%. Aunque
el EIA es preferido por muchos laboratorios por su menor subjetividad y

posibilidad de automatizacién (86, 91).

La IFI se realiza utilizando un sustrato antigénico de L. pneumophila serogrupo
1 inactivado con calor, 0 un poo/ conteniendo antigenos de varios serogrupos.
Estos antigenos estdn comercializados, estandarizados y prefijados en los
portaobjetos sobre los que se afiaden diluciones seriadas del suero del
paciente. La deteccion de anticuerpos en el suero del paciente se realiza
mediante una reaccién antigeno—anticuerpo que se revela con una antiglobulina
humana marcada con fluoresceina, que permite la visualizacion de los
microorganismos con un microscopio de fluorescencia. La sensibilidad de la IFI
oscila entre 78-91%, siendo la especificidad del 99% (92, 93).

Para la determinacion del titulo de anticuerpos en el suero de un paciente es
preferible realizar un ensayo de IFI en sueros pareados, tomados en la fase
aguda y convaleciente de la enfermedad, para demostrar una seroconversion
(aumento del titulo al menos al cuddruple). Se considera positiva una
seroconversion en la que el segundo suero presente un titulo > 1/128. La
seroconversion se produce en alrededor del 70-80% de los casos confirmados
con cultivo, se puede producir en la primera semana tras el inicio de los
sintomas, aunque también puede requerir de 6 semanas a 2 meses en

aparecer, e incluso no producirse.
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Cuando se cuenta con un suero Unico la interpretacion de los resultados es mas
compleja, ya que el nivel de anticuerpos de la poblacion general puede variar
de unos lugares a otros, y en general este nivel no se conoce. Por ello, titulos
superiores a 1/256 son sugerentes de enfermedad reciente o pasada, pero
titulos inferiores a este valor deben considerarse negativos. Por otro lado, un
resultado negativo no descarta la enfermedad, ya que en ocasiones se han
detectado fallos en la produccién de anticuerpos. Para aumentar la sensibilidad
es importante utilizar reactivos que detecten inmunoglobulinas totales (1gG,
IgM e IgA).

Aunque la IFl ha sido una herramienta diagndstica de gran utilidad, las
limitaciones que presenta y el tiempo requerido para obtener los sueros
pareados, hacen que en los Ultimos afios haya disminuido su uso, sin embargo
es de gran utilidad para realizar diagnosticos retrospectivos y en investigaciones

epidemioldgicas.

1.8.4. Deteccion de antigeno de L. pneumophila en muestras de

orina

En el transcurso de un episodio neumonico por L. pneumophila se libera
antigeno especifico que puede detectarse en la orina (94). La deteccion de este
antigeno ofrece un diagndstico rapido de confirmacion de neumonia por L.
pneumophila reciente o pasada, por lo que estos ensayos se deben realizar en
presencia de un cuadro clinico compatible, o con menor sospecha clinica en el
caso de brotes hospitalarios. Estas técnicas han revolucionado el diagnéstico de
esta enfermedad y han mostrado ser extraordinariamente Utiles, ya que
permiten la deteccion de un mayor namero de casos y la aplicacion de un
tratamiento antibiotico especifico en las fases iniciales de la enfermedad (77,
95). También permiten el reconocimiento temprano de brotes epidémicos,

favoreciendo una répida respuesta en la aplicacién de medidas preventivas.

En Europa, el nUmero de casos diagnosticados por estas técnicas ha sufrido un
aumento desde 1998. En 1995, representaban un 15% de los casos
diagnosticados; en 1998 aumentd hasta el 33%, en 2004 al 74% y en 2006

mas del 90% del total de casos. El antigeno detectado es un componente
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soluble del LPS de la pared celular de Legionella, es termoestable (96), y es
detectable desde el inicio de la sintomatologia, y en algunos casos hasta
muchos meses después (en alglin caso hasta mas de 1 afio), no viéndose los

resultados claramente influenciados por la administracidn previa de antibidticos.

Estos antigenos se han detectado por varias técnicas, como aglutinaciéon con
particulas de latex, hemaglutinacién pasiva y radioinmunoensayo (RIA). La
primera técnica disponible comercialmente que demostré ser una técnica Util,
sensible y especifica, fue el RIA, que presentaba una sensibilidad del 60% en
orina directa y del 80% en orina concentrada, siendo la especificidad en ambos
casos del 100%. La utilizacion de la técnica del RIA exigia disponer de
instalaciones adecuadas para trabajar con isétopos radioactivos, por lo que ha
sido sustituida por técnicas de EIA de similares caracteristicas, que se han

incorporado a muchos laboratorios (97).

Actualmente, se dispone también de técnicas de inmunocromatografia (ICT)
mas rapidas, que ofrecen resultados en 15 minutos o menos dependiendo de la
concentracion de antigeno en la orina. Se caracterizan porgue son menos
complejas que las técnicas de EIA, no requieren equipamiento especifico y se
realizan de forma individualizada. Los resultados obtenidos son equiparables
con los de las técnicas de EIA en sensibilidad y especificidad, exhibiendo

especificamente una buena concordancia global con el EIA (86, 98).

Todas las técnicas descritas detectan con una gran sensibilidad el antigeno de
L. pneumophila serogrupo 1, siendo ademas capaces de detectar /n vitro
antigeno soluble de todos los serogrupos de L. pneumophila. El EIA de Biotest
es el Unico, que segun el fabricante, tiene capacidad para detectar todos los
serogrupos de L. pneumophila, asi como otras especies de Legionella, aunque
no garantiza la misma sensibilidad para todos los serogrupos y especies (99,
100), aunque en algunos estudios se ha visto que otros EIA como el de Binax
muestra mayor sensibilidad que este para detectar otros serogrupos (101). La
capacidad de detectar antigeno de otros serogrupos estd en funcién de las
caracteristicas propias de cada antigeno, asi como en la capacidad de pasar a la

orina, la cantidad excretada y su inmunogenicidad. Los antigenos de otros
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serogrupos de L. pneumophila podrian no excretarse por la orina, ya que
pueden pasar a través de las paredes de los capilares glomerulares o no

hacerlo, en funcidn de su tamafio y de su carga.

Es importante conocer que la concentracion del antigeno presente en la orina
por ultrafiltracién selectiva incrementa significativamente la sensibilidad sin que
se vea afectada la especificidad. En algunos estudios se aumenta la sensibilidad
hasta en un 30% (102, 103). Las técnicas de deteccion de antigeno en orina
son muy especificas, en el rango del 90-99%. Un falso positivo puede ser
debido a factores reumatoides, procesos de congelacidon-descongelacion y por
elevado sedimento urinario. El tratamiento térmico de la orina no supone la
desaparicion de la positividad y si la eliminacién de estos falsos positivos en
muestras negativas. En la tabla 2, se muestra la sensibilidad y la especificidad

de las diferentes técnicas.

1.8.5. Deteccion de Legionella en muestras clinicas por técnicas

de amplificacion genética

El aislamiento en cultivo de L. pneumophila permite la realizacion de posteriores
estudios de caracterizacion con fines taxondmicos y epidemiolégicos. Pero el
aislamiento no siempre es posible debido a toda una serie de factores como
son: la pérdida progresiva de viabilidad de la bacteria tras la toma de muestra,
el enmascaramiento de las colonias cuando se procesan muestras
contaminadas (esputo), donde el éxito en el aislamiento de la bacteria esta
correlacionado con el nimero de estos microorganismos presentes en la
muestra y el tiempo requerido para la obtencion de los resultados, que en

ocasiones es alto.

Para intentar evitar estos inconvenientes, en los Ultimos tiempos, se han
desarrollado métodos diagndsticos basados en la deteccibn de DNA de
Legionella en muestras humanas, utilizando métodos de hibridacién con sondas
génicas especificas o basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La reaccion de PCR consiste en la amplificacién /n vitro de DNA o RNA mediante
la acciéon de una DNA polimerasa termorresistente (Taq polimerasa), a partir de

una secuencia definida de una cadena de DNA utilizada como punto de inicio.
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Aunque estas técnicas han revolucionado en los Ultimos afios el campo
diagnostico de las enfermedades infecciosas debido a su gran rapidez,
sensibilidad, especificidad y versatilidad, sin embargo, en el caso de Legionella,
los primeros ensayos no cumplieron las expectativas y en alguna ocasién una
vez comercializados fueron retirados del mercado. A pesar de estos inicios poco
prometedores, se han desarrollado métodos dirigidos principalmente a tres
dianas del cromosoma bacteriano: el gen mip (90, 104) y los genes 5S RNAr
(105, 106) y 16S RNAr (107, 108). Los productos de amplificacion se detectan
mediante la visualizaciébn de los amplicones con bromuro de etidio tras su
separacion en geles de agarosa, mediante hibridacion con sondas especificas o

mediante secuenciacion.

Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de la PCR convencional es
que se trata de un método cualitativo, por lo que el empleo de diferentes
sondas marcadas con fluoroforos en un sistema de PCR a "tiempo real" esta
desplazando el uso de la PCR convencional. Este método permite la
cuantificacién del nimero de células presentes en la muestra, y ademas reduce
el riesgo de contaminaciones y el tiempo requerido en el procesamiento de las
muestras, eliminando la necesidad de un analisis posterior de los amplicones
obtenidos. Si a esto se afiade la posible utilizacion de una PCR mdltiple que
ademas de detectar L. pneumophila permita la deteccién simultanea de otros
microorganismos causantes de neumonia, como Chlamydophila pneumoniae y
Mycoplasma pneumoniae, el valor de esta metodologia se podria ver muy
incrementado en el diagndéstico etiolégico de las neumonias atipicas adquiridas

en la comunidad.

La aplicacion de la PCR en muestras extrarespiratorias parece bastante atractiva
sobretodo en aquellos pacientes que no producen esputo. La deteccion de DNA
de Legionella en muestras de suero tiene una sensibilidad baja (30-60%) en
pacientes con legionelosis (109) pero ligeramente méas alta (70-90%) en
pacientes con enfermedad severa (110). Cuando se procesan muestras del
tracto respiratorio inferior la PCR muestra una sensibilidad igual o superior al
cultivo (107, 111, 112). Sin embargo, estos ensayos basados en la PCR todavia

muestran muchos falsos positivos (85, 112), y es dificil diferenciar si es un
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realmente un falso positivo o una falta de sensibilidad de la técnica de

referencia.

A esto hay que afiadir la presencia de inhibidores en las muestras clinicas, como
hemoglobina, urea o heparina, que pueden dar lugar a la apariciéon de falsos
negativos debidos a inhibiciéon de la amplificacion, por lo que es fundamental la
preparacion de la muestra de modo que se eliminen eficazmente estos

inhibidores y de la inclusion de controles internos de amplificacion.

Tabla 2. Diagnéstico microbioldgico de la legionelosis

Método diagndstico Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Cultivo esputo 20-80 100
IFD Esputo 25-75 95-99
Serologia 70-90 99
Antigeno urinario 80-90 98-100

1.9. Marcadores de inflamacién
En los dltimos afios se ha demostrado la utilidad de la determinacion de los
marcadores de inflamacion para establecer el diagnéstico y el pronéstico de las
infecciones respiratorias (113). Las proteinas de fase aguda y las llamadas
hormokines aumentan en suero en respuesta a citocinas proinflamatorias,

mostrando patrones diferentes en funcién del patégeno implicado.

En la neumonia por Legionella hay, pues, un predominio de la produccién de
citocinas que definen la actividad celular Thl como el IFN-y y la IL-12 (114).
Como consecuencia, se encuentran elevados en suero los marcadores que son
inducidos por el IFN-y, como un marcador indirecto de la actividad de los
linfocitos T citotéxicos (115), tales como la neopterina (116). Otros marcadores
ya clasicos de infeccion bacteriana, como la proteina C reactiva o la mas
reciente procalcitonina (PCT), se encuentran menos elevados en la neumonia
por Legionella con respecto a otras etiologias como la neumocdécica (116). De
hecho, la produccion de PCT es inhibida por el IFN-y (117). Sin embargo, los
niveles de PCT tienen valor pronéstico, siendo méas elevados en pacientes con
neumonia por Legionella con criterios de severidad y evolucion desfavorable

(118, 119). Por otro lado, la determinacién de niveles de marcadores
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cardiovasculares como el péptido natriurético atrial tiene valor prondstico sin

influencia del agente etiolégico (120).

1.10. Tratamiento

La legionelosis fue considerada por muchos como una plaga por su elevada
mortalidad, aunque se debe tener en cuenta que los primeros casos eran
pacientes con enfermedad severa y que no recibieron el tratamiento antibiético
adecuado. Actualmente, la mortalidad ha disminuido con el aumento de su
sospecha por parte de los clinicos, tratamiento empirico temprano y eficaz
contra Legionella y la incorporacion de técnicas de diagnéstico rapido. Un
retraso en el inicio del tratamiento antibitico adecuado esta asociado con un
aumento de la mortalidad (121). En un estudio del CDC muestran una
disminucién en la mortalidad de la neumonia adquirida en la comunidad por
Legionella del 26 al 10% en el periodo de 1980-1998 (122). En recientes
estudios con pacientes que fueron diagnosticados por técnicas rapidas
(deteccién de antigeno) muestran unos ratios de mortalidad de 0%-5.5% (123-
125).

Legionella es un patdgeno intracelular, y los antibiéticos capaces de alcanzar
altas concentraciones intracelulares se asocian con una mayor probabilidad de
eficacia en seres humanos que los agentes con escasa penetracion celular
(126). La susceptibilidad de Legionella a los distintos antibiéticos no ha sido
estandarizada, pero se acepta que los modelos intracelulares en estudios /7
vitro o con animales de laboratorio son mas adecuados que las pruebas de
dilucion en agar o medio liquido (127). Los estudios en cultivos celulares
confirman que los macrdlidos, las quinolonas, las rifampicina, la trimetropim-
sulfametoxazol y las tetraciclinas son antibiéticos eficaces contra Legionella. La
mayor eficacia de estos antibidticos respecto a betalactdmicos vy
aminoglucésidos posiblemente se debe al mayor poder de penetracién de estos

en las células fagociticas.

Los nuevos macrolidos (azitromicina y claritromicina) y las fluoroquinolonas

(ciprofloxacino, levofloxacino) son los farmacos de eleccion para el tratamiento
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de la legionelosis (128). La eritromicina ha sido reemplazada por otros
macrolidos debido a su actividad reducida /n vitro y en modelos intracelulares
animales. También, se asocia con mas frecuencia de efectos adversos que los
nuevos macrolidos, como ototoxicidad, manifestaciones gastrointestinales y

tromboflebitis en el lugar de administracién venosa.

La azitromicina y las fluoroquinolonas pueden utilizarse en pacientes
inmunocompetentes con legionelosis comunitaria u hospitalaria (82). A pesar
de los avances obtenidos con el uso de las quinolonas, la legionelosis sigue
teniendo un mal prondstico en pacientes gravemente inmunodeprimidos, graves
0 en los que ha existido retraso en el inicio de un tratamiento antibidtico
adecuado en los que la mortalidad puede alcanzar el 20%. En estos pacientes
se describe puntualmente el beneficio del uso de una terapia combinada

mediante levofloxacino y azitromicina.

La administracion debe ser inicialmente intravenosa hasta que el paciente
quede apirético, y posteriormente oral hasta cumplir entre 10 y 21 dias en
funcion del farmaco escogido y la situacion inmunoldgica del paciente. En el
caso de la azitromicina son suficientes entre 5 y 10 dias en el paciente
inmunocompetente y es vdlida la administracién de varias tandas de 3 dias de
duracion a intervalos de 15-20 dias en el caso del enfermo inmunodeprimido. El
retraso en la administracion del tratamiento antibidtico adecuado afecta

negativamente al prondstico de la enfermedad (71, 121, 129).

1.11. Prevencion y control de la legionelosis
La enfermedad por L. pneumophila es de declaracion obligatoria desde el afio
1997, y los esfuerzos para su control se basan en la adopcién de medidas
higiénico-sanitarias recogidas en guias y en la legislacion. Las primeras
legislaciones en Espafia se publicaron a partir de 1998, sobretodo a raiz del
brote de Alcala de Henares en 1996. El Ministerio de Sanidad y Consumo
public6, en ese afio el primer Real Decreto de prevenciéon y control de la
legionelosis. En la elaboracion de esta legislacion participaron las Comunidades

Auténomas, asi como expertos y técnicos con experiencia en el control de la
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legionelosis, y se establecieron los criterios higiénico-sanitarios para la

prevencion y control de la legionelosis.

La legionelosis se puede considerar una enfermedad emergente, producida por
un microorganismo que se ha visto favorecido por las actuales condiciones de
vida (sistemas de abastecimiento de agua de las ciudades, instalaciones de
agua doméstica y otras instalaciones que requieren agua para Ssu
funcionamiento, como las torres de refrigeracion). Ademas, la legionelosis tiene
una elevada repercusion medidtica debido al hecho de que se asocia a brotes
comunitarios, normalmente relacionados con torres de refrigeracion, agua

caliente sanitaria, jacuzzis, fuentes ornamentales y nebulizadores.

El diagnéstico rapido y correcto de las infecciones por L. pneumophila, permite
la rapida instauracion del tratamiento adecuado, que mejora el pronéstico de
los pacientes, y alerta sobre la presencia de Legionella, poniendo en
funcionamiento los mecanismos de investigacién epidemiolégica que acaban

muchas veces controlando el foco ambiental.

Para evitar la aparicion de brotes epidémicos, se emplean por una parte,
métodos de erradicacion cuando se producen casos o brotes asociados a un
edificio y por otra parte, métodos preventivos, que posibilitan el mantenimiento
de la concentracion de la bacteria dentro de unos limites (preferiblemente por
debajo de los limites de deteccién de las técnicas de aislamiento utilizadas), y
que estan resultando ser eficaces a raiz del desarrollo de la ingenieria sanitaria

y la mejora en el disefio de aparatos e instalaciones.
1.11.1, Métodos preventivos

Cuando se estudia el control de la presencia de L. pneumophila surgen
cuestiones sobre donde, cuando y como actuar. Es bien conocida la ubicuidad
de Legionella en ambientes naturales como lagos y rios. La concentracién de
Legionella en estas aguas es generalmente muy baja, por esto, y a pesar de las
aerosolizaciones que deben tener lugar en saltos de agua naturales por
ejemplo, nunca se ha descrito ningin caso de legionelosis asociado a esta
exposicion. En ausencia de casos, el control del medio ambiente natural seria

no solamente inutil, sino también extremadamente caro. La Unica excepcion a
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esta regla pudiera ser la contaminaciéon de balnearios de aguas termales, si

éstos se pueden considerar ambiente natural (130).

Es precisamente en ciertos ambientes creados por el hombre donde se hace
necesario el control de Legionella, para ello en muchos paises se han elaborado
normas para la prevencion de la legionelosis que controlan dos fases de
actuacion, por una parte durante el montaje y disefio de los sistemas y por otra
durante la fase de explotacion de las instalaciones, mediante un mantenimiento
adecuado. En Espafia a raiz de los grandes brotes de legionelosis ocurridos, se
publicé un Real Decreto 865/2003, de 4 de julio, por el que se establecen los
criterios higiénico-sanitarios para la prevencion y control de la legionelosis,
ademas de legislaciones de comunidades auténomas, en el caso de Catalufia
existe el Decreto: “Decret 352/2004, de 27 de juliol, pel qual s'estableixen les
condicions higienicosanitaries per a la prevencio i el control de la legionel-losi.”
Las medidas contenidas en este Real Decreto se aplicaran a las instalaciones
que utilicen agua en su funcionamiento, produzcan aerosoles y se encuentren
ubicadas en el interior o exterior de edificios de uso colectivo o instalaciones
industriales que puedan ser susceptibles de convertirse en focos para la
propagacion de la enfermedad: sistemas de agua caliente sanitaria y sistemas

de agua fria de consumo humano.
1.11.2. Torres de refrigeracion

Las torres de refrigeracion (figura 7) estan relacionadas con muchos casos de
legionelosis (131) ya que son un excelente amplificador y diseminador de
Legionella, debido a que reldnen una serie de condiciones apropiadas para ello,
como son la elevada temperatura del agua (28-38°C, sobre todo en verano), la
humedad, el incremento en la tension de oxigeno en las superficies agua-aire y

la acumulacion de nutrientes (132-135).
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Figura 7. Esquema de una torre de refrigeracion. www.athisa.es

Miller y Kenepp (1994), estudiaron la presencia de Legionefla en un total de
1.152 torres de refrigeracion, en un periodo de 4 afios (1988-1991),
encontrando un 51% de torres contaminadas en 1988, 30% en 1989-90 y 17%
en 1991, siendo identificados todos los aislados como L. pneumophila, y
encontrandose en muchos casos un nimero muy elevado de esta bacteria
(alrededor de 105 ufc/mL).

Muchos paises han producido directivas o guias para el control de la
legionelosis en las torres de refrigeracion. En Espafia, la norma UNE 100-030- y
el Real Decreto 865/2003 proporcionan una serie de pautas sobre las acciones
preventivas a realizar en el caso de las torres de refrigeracion, que en lineas
generales consistiran en situar estos aparatos en lugares aislados lejos de zonas
frecuentadas, colocandolos a sotavento en relacion con los vientos
predominantes en la zona de emplazamiento, y de fécil limpieza. Ademés se
recomienda el tratamiento de estos equipos con compuestos quimicos
anticorrosivos, agentes que disminuyan la concentracion de depositos calcareos

y un sistema permanente de tratamiento por medio de agentes biocidas.

El andlisis periodico de la presencia de Legionella y los resultados negativos
encontrados no deben sustituir un buen sistema de mantenimiento de las

torres. De hecho en uno de los brotes mas relevantes del Reino Unido, el caso
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de Staffordshire (136), las torres implicadas en la diseminacion de L.
pneumophila eran controladas rutinariamente, analizandose en ellas la
presencia de Legionella. Sin embargo, aunque las limpiezas cuidadosas a
intervalos regulares ayudan a controlar la concentracién de Legionella,
reduciendo considerablemente los recuentos, se ha comprobado que al cabo de
cierto tiempo Legionella vuelve a proliferar, por lo que se hace necesario incluir
tratamientos suplementarios con biocidas. La eficacia de los biocidas en este
campo, también ha sido evaluada, encontrandose que los biocidas no oxidantes
tioéter fendlico clorado y bromocloro difenil hidantoina, no son téxicos, son
biodegradables y resultan eficaces en el control de Legionella en torres de

refrigeracion (137).
1.11.3. Redes internas

Respecto a los sistemas internos de agua potable de hoteles, hospitales y
centros sociosanitarios, han sido también muy numerosos los brotes epidémicos
descritos asociados a estos edificios (69, 138-140). Los sistemas de agua
caliente con temperaturas entre 30 y 45°C, son la causa mas comln de
legionelosis, ya que favorecen el crecimiento de Legionel/a. La norma UNE 100-
030-01, describe el adecuado disefio y montaje en las instalaciones de agua
sanitaria. Los sistemas deberan carecer de tramos ciegos y derivaciones
innecesarias por las que el agua circule con dificultad, debiéndose evitar la
utilizacion de materiales que sirvan de substrato para el crecimiento de
Legionella. Se debera realizar una limpieza periddica de los sistemas de agua
doméstica para prevenir la acumulacion de sedimentos y microorganismos. El
agua caliente debera almacenarse a 60°C y como minimo a 50°C, mientras que
el agua fria almacenada y distribuida debe mantenerse por debajo de 20°C.
Para determinar si el mantenimiento es correcto se deberan realizar controles

fisico-quimicos y microbiol6gicos.

En resumen, los métodos para limitar o prevenir el crecimiento de Legionella
estan basados en el conocimiento de los factores que potencian el crecimiento
de la bacteria. Evitando estos factores y manipulando apropiadamente los

sistemas de agua domésticos es posible evitar la aparicion de la enfermedad.
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Las Autoridades Sanitarias aconsejan que en instalaciones a las que se asocie la
aparicion de casos, se apliquen métodos de erradicacion en los que las medidas
de limpieza y desinfeccion seran méas extremas que las descritas en las medidas

preventivas.

La Norma UNE 100-030-01 establece que en el procedimiento para la
desinfeccién de los sistemas de agua fria y caliente, los tanques deben ser
hiperclorados con 20-30ppm de cloro durante al menos 3h, asegurando que
llega cloro a los puntos de salida, seguido de vaciado, limpieza y rellenado. La
temperatura del agua debe estar en todo momento por debajo de 30°C. El Real
Decreto 865/2003, en cuanto a los sistemas de agua sanitaria caliente y fria,
establece en su anexo 3, que se realizara una limpieza y desinfeccion de las

instalaciones al menos una vez al afio.

En caso de la aparicion de un brote de legionelosis, el Real Decreto 865/2003,
establece en las instalaciones de agua sanitaria fria y caliente, una actuacion de
choque sobre la red mediante desinfeccion con cloro (20-30 ppm de cloro

residual libre durante 2-3 h) o alternativamente mediante desinfeccion térmica.
1.11.4. Medidas de desinfeccion complementarias

Cuando se intenta una desinfeccion continuada del sistema se deben introducir
una serie de medidas complementarias a la hipercloracion y al choque térmico.
Estos métodos son especialmente recomendables para el circuito de agua

sanitaria caliente de centros. Las podemos separar en dos tipos:
Desinfeccion local.

A) Sistema de hipercalentamiento instantaneo (141)

B) Luz ultravioleta (142)

C) Filtros bacterianos. Se instalan a la salida del agua (duchas o grifos)
Desinfeccion general.

A) Cloracién continua (143-145)

B) Cloracién discontinua (146)

C) lonizacidn cobre/plata. (145, 147-149)
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1.12. Estudio de Brotes
Una de las caracteristicas de la legionelosis, mas alla de la gravedad y
consecuencias de la propia infeccién sobre la salud del paciente, es su gran
impacto mediatico. Desde el mismo momento de la descripcion de L.
pneumophila como agente causal, en la convencion de legionarios
norteamericanos, los medios de comunicacion recogieron y difundieron
profusamente detalles relativos al brote que, en aquellos momentos, suponia un
reto y una sorpresa en un tiempo en el que existia una confianza muy grande
en cuanto a la capacidad humana para vencer las enfermedades infecciosas.
Esta misma tendencia mediatica se prolong6é en el tiempo y en el espacio.
Nuestro pais no ha sido una excepcion y, poco después de la descripcion inicial
del agente causal, aparecieron en la prensa los primeros casos de turistas que
habian contraido la infeccién en establecimientos hoteleros de nuestras costas.
En los afios sucesivos se han venido produciendo brotes mas o menos extensos
en nuestros hospitales. Sin embargo, han sido los brotes comunitarios los que,
por su extension, han tenido una mayor repercusion sobre los medios de
comunicacion y, como consecuencia de ello, también sobre la propia sociedad
que los ha sufrido. Con el trascurso del tiempo, el diagnéstico y la atencién de
los pacientes con legionelosis se han familiarizado en nuestros hospitales,
incluyendo a aquéllos de &mbito regional o comarcal. Cuando aparece un brote
comunitario de legionelosis en el area de influencia de éstos, se produce una
gran conmocién social que afiade complejidad a la propia atencién sanitaria de

los pacientes.

Durante el periodo 1989-2005, se notificaron a la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica un total de 310 brotes de legionelosis con 2.974 casos
implicados. De los 310 brotes mencionados, 228 (2.560 casos) tuvieron lugar
en el ambito comunitario, otros 33 brotes (197 casos) se produjeron en
pacientes mientras estaban ingresados en centros hospitalarios (brotes
nosocomiales) y 49 brotes (217 casos) se dieron en turistas extranjeros de viaje

en Espafia.

La investigacion de brotes de legionelosis requiere una compleja coordinacion y

la colaboracion de equipos multidisciplinares, que incluyen desde clinicos y
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microbidlogos a epidemidlogos, técnicos en medio ambiente, medios de
comunicacion, asociaciones de vecinos y autoridades politicas. Segun la
normativa vigente en Catalufia, la sospecha de brote (diagnéstico de dos o0 més
casos relacionados en el tiempo y/o el espacio) se debe notificar urgentemente
durante las primeras 24h (150) a la unidad de vigilancia epidemiolégica que
corresponda, mediante los medios mas rapidos de los cuales se disponga

(telematica).

Es importante que desde el primer momento de la investigacion se cuente con
la colaboracion de los técnicos de sanidad ambiental, ya que el objeto principal
de la investigacion es identificar la fuente de exposicién ambiental para poder

tomar las medidas adecuadas.

Por tal de sistematizar la recogida de datos para la investigacion del caso, se
utiliza una ficha epidemioldgica. En esta ficha ademas de los datos del paciente
y del médico responsable, deben constar datos clinicos, diagnésticos, evolucién
del caso, datos epidemiol6gicos sobre la posible fuente de infeccidn, si es un
caso nosocomial o comunitario y si se trata de un caso asociado a brote o

esporadico.
1.12.1. Investigacion de brotes comunitarios

Desde un punto de vista epidemiolégico, se considera brote epidémico cuando
se detectan dos 0 mas casos relacionados epidemiolégicamente. Es necesario
realizar un estudio para identificar los lugares donde se ha podido contraer la
enfermedad, investigar la aparicién de otros casos relacionados durante los 6
meses anteriores, confirmar el diagndstico y, en el caso de que este asociado a
un edificio de uso colectivo se tiene que valorar la revision de las instalaciones.
Para identificar la fuente de infeccion es necesario obtener una descripcion
detallada de los lugares donde el paciente ha estado durante los 10 dias

anteriores al inicio de los sintomas.

En el momento de disefiar la investigacién epidemiolégica de un brote
comunitario de legionelosis, se tiene que tener en cuenta que este se puede

producir: en edificios de uso colectivo (los enfermos han vivido, visitado o
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trabajado en un edificio en los 10 dias anteriores a la aparicién de sintomas) o

no relacionados con un edificio.

Si se determina que hay algun edificio o instalacion que pueda ser el origen del
brote, se inspeccionaran las instalaciones sospechosas y se recogeran muestras
ambientales que se analizaran en los laboratorios de referencia. En cualquier
caso, se tiene que garantizar que todas las instalaciones sopechosas de ser la
fuente de infeccién cumplen la normativa y las recomendaciones técnicas, tanto

en el mantenimiento como en los tratamientos de limpieza y desinfeccion.
1.12.2, Investigacion de brotes nosocomiales

Un brote de legionelosis nosocomial se define como “la aparicion de dos 0 mas
casos de legionelosis relacionados epidemiolégicamente en un recinto
hospitalario o socio-sanitario”. La aparicion de un brote hospitalario se debe
generalmente a la amplificacién de Legionella presente en el sistema de agua

sanitaria 0 méas raramente de las torres de refrigeracion.

Se debera constituir un grupo directivo para el estudio del brote, en el que
participaran miembros del Servicio de Microbiologia, Medicina Preventiva,
Neumologia, Enfermedades Infecciosas y Mantenimiento del centro. Se tienen
que revisar la exposicién de los pacientes a las posibles fuentes hospitalarias de
riesgo (ducha, ingestién, gargarismos y/o higiene de la boca con agua del
grifo), las practicas del personal sanitario (uso del agua del grifo para equipos
de terapia respiratoria y lavados de sonda nasogastrica) y los procedimientos
del servicio de Mantenimiento (aspectos relacionados con el circuito de agua

sanitaria y torres de refrigeracion).
1.12.3. Toma y analisis de muestras ambientales

Las muestras deben recogerse siempre antes de realizar cualquier tratamiento
desinfectante de los puntos mas distales de los circuitos donde frecuentemente
no se alcanzan las temperaturas deseadas, los depdsitos, las cisternas o las
bandejas de almacenamiento, preferiblemente de sus partes bajas, o de puntos
ciegos o codos (figura 8) donde es poca la circulacién del agua y abundan los

biofilms.
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Figura 8. Fragmento de tuberia con biofilms.
www. Legionella-water-treatment.co.uk/

El agua que se recoge de grifos debe tomarse siempre antes de hacerla
circular, y sobre todo deben recogerse muestras con torundas de algodén para
intentar recoger muestra de los biofilms (151).

Para el cultivo serd necesario un litro de agua para concentrar la muestra por
filtracion, 200 ml para concentrar la muestra por centrifugacion ¢ 0.1 ml como
minimo para realizar la siembra directa. Para técnicas moleculares dependera
también del procedimiento concreto que se quiera aplicar. En el momento de la
toma de muestra es esencial registrar la temperatura del agua y el cloro. Si la
muestra lleva cloro, debe tomarse con tiosulfato sddico para neutralizarlo con el
fin de evitar que continle la accién bactericida de éste durante el transporte y

reproducir el contenido microbiolégico del agua en el momento de la recogida.

El cultivo es el método mas universal para la deteccion de Legionella en
muestras ambientales. Las aguas con bajas concentraciones requieren ser
concentradas previamente a la siembra. Existen dos posibilidades de
concentracion de la muestra: filtracion a través de membranas y centrifugacion.
Siempre deben llevarse a cabo junto con la siembra directa posconcentracion,
tratamientos descontaminantes para eliminar el resto de flora microbiana
acompafante. Estos tratamientos consisten en un tratamiento térmico y/o un
tratamiento acido. Estos tratamientos ocasionan una reduccion importante en el
namero de legionelas que se detectan, esto debe tenerse en cuenta a la hora

de evaluar los resultados (152).
1.12.4, Tipaje molecular de Legionella

Las cepas de Legionella aisladas de muestras clinicas o ambientales en el

transcurso de un brote, han de ser analizadas para identificar la fuente de
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infeccién y establecer una asociacion epidemioldgica. La ubicuidad de Legionella
spp. en ecosistemas acuaticos dificulta establecer un nexo epidemioldgico entre
cepas aisladas en diferentes nichos ecoldgicos y las cepas aisladas en los
pacientes. Por este motivo, para discernir cuales de ellas pertenecen a una
misma poblacion clonal nos obliga a aplicar sistemas de tipificacién

epidemiolégica.

Las primeras investigaciones dirigidas a enfrentar cepas clinicas con cepas
ambientales de Legionella se basaban en la determinacion del serogrupo (153).
Pero la mayoria de aislados pertenecen al serogrupo 1, y por tanto la

identificacion del serogrupo ha dejado de ser un marcador epidemioldgico.

Se han utilizado diferentes métodos para determinar la variabilidad
intraespecifica de las especies de Legionella en estudios epidemioldgicos. Estos
sistemas se basan en métodos fenotipicos, basados en la deteccion de
caracteristicas expresadas por el microorganismo, y genotipicos, a partir del

analisis de DNA cromosOmico y/o elementos genéticos extracromosémicos.
1.12.4.1 Métodos fenotipicos

Estos métodos analizan las caracteristicas bioquimicas, inmunolégicas o

proteicas de las cepas de Legionella aisladas.

Tipificacién con anticuerpos monoclonales. Serotipificacion

Microinmunofluorescencia con un panel de anticuerpos monoclonales (154)
capaces de diferenciar modificaciones menores en la superficie celular
bacteriana. Se trata de una técnica simple y rapida, pero no siempre resulta
suficientemente discriminatoria, y es necesario un segundo método de
tipificacion.

Tipificacién por electroforesis de proteinas e immunoblotting

Las diferencias de las proteinas expresadas por los clones de Legionella pueden
utilizarse como marcadores moleculares cuando se analizan separandolas
mediante electroforesis (SDS-PAGE). Los patrones proteicos pueden ser
detectados por tincién, inmunoblots o por autorradiografia. Se trata de una

metodologia simple pero de dificil interpretacion. No se utiliza de manera
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rutinaria, aunque si se ha utilizado para el estudio del perfil de proteinas de

membrana externa (155).

Andlisis multienzimatico por electroforesis

Se basa en el analisis de las variantes electroforéticas de un conjunto de
enzimas. Las diferencias en la secuencia polipeptidica provoca diferencia en la
movilidad electroforética. Se trata de un método muy discriminatorio pero muy

laborioso y especializado.
1.12.4.2 Métodos genotipicos

Se basan en el estudio de las diferencias en los acidos nucleicos (plasmidos y
DNA cromosomico). Estos métodos pueden contribuir con gran exactitud a

establecer relaciones epidemioldgicas.

Analisis de plasmidos

Los plasmidos son elementos extracromosOmicos autonomos, que se
multiplican independientemente y de los que son portadores muchas bacterias.
Pueden codificar factores de virulencia o de resistencia microbiana. El desarrollo
de técnicas econOmicas y rapidas de extraccion del DNA plasmidico y
separacién segun su medida por electroforesis en gel de agarosa ha llevado al
frecuente uso de los plasmidos en la investigacién epidemiolégica. Hay que
tener en cuenta que muchas de las cepas de origen clinico no contienen
plasmidos siendo mas frecuente en cepas de origen ambiental. Es una técnica
con una capacidad discriminatoria no éptima para estudios epidemioldgicos
prolongados, seria adecuada para estudiar brotes muy limitados en el espacio y

en el tiempo.

Andlisis de DNA cromosdémico con endonucleasas de restriccién

El DNA cromosémico es mas estable que el DNA plasmidico y su analisis
permite diferenciar cepas de Legionella. Cuando se digiere una molécula de
DNA con un enzima de restriccion se obtienen un nimero de fragmentos
equivalentes a las veces que se encuentra repetido el lugar de restriccién a lo
largo de la molécula. El tamafio de los distintos fragmentos de restricciéon

traduce la separacion entre dos lugares de restriccion contiguos. Un cambio por

68



Introduccion

mutacién o recombinacion, en uno de estos lugares de restriccion lo hace
irreconocible para el enzima y se traduce en una variacion del perfil de
fragmentos de restriccion que es el responsable del polimorfismo existente
entre las distintas cepas. La comparacion de cepas para detectar el
polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP) se consigue
separando los fragmentos obtenidos mediante una electroforesis en un gel de
agarosa que se tifie con bromuro de etidio. Cada banda corresponde a la suma
de todos los fragmentos generados del tamafio correspondiente a aquella
movilidad electroforética. El poder discriminatorio es bueno, pero los perfiles

generados hacen dificil la comparacion de los diferentes clones.

Electroforesis en campo pulsante

Para una especie bacteriana concreta, podemos encontrar enzimas de
restriccion de baja frecuencia de corte, es decir, enzimas cuyo lugar de
restriccion, por su longitud y secuencia, se encuentran raramente a lo largo del
DNA cromos6mico de la especie bacteriana en cuestion. El uso de este tipo de
enzimas permite la macrorrestriccion del DNA de la bacteria y la division del
DNA en pocos fragmentos de gran tamafio, que no pueden separarse por
técnicas de electroforesis convencional, por lo que se requieren técnicas en las
que la orientacion del campo eléctrico es variable periédicamente, son las
denominadas técnicas de electroforesis en campo pulsante o pulsed-field gel

electrophoresis (PFGE).

La combinacién de estas dos técnicas, macrorrestriccion del DNA y separacion
de los fragmentos por PFGE, se ha aplicado con mucha frecuencia en estudios
epidemiolégicos en brotes de Legionella. Se obtienen asi, patrones de
restriccion sencillos que representan el DNA cromosomico bacteriano distribuido
en unas pocas bandas con movilidades electroforéticas distintas (figura 9). Sin
embargo, las caracteristicas de estas técnicas determinan una serie de cambios
a tener en cuenta en las distintas fases en las que se divide el proceso de
macrorrestricciéon y PFGE: el procedimiento de extraccion de DNA, obliga a
inmovilizar las células bacterianas en bloques de agarosa, en los que se llevara

a cabo la lisis y la digestion con enzimas de restriccion, y la técnica de
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electroforesis utilizada para la separacion de fragmentos debe ser una PFGE,

con las caracteristicas diferenciales propias de ésta.

Esta técnica tiene un elevado poder discriminativo y reproducibilidad. Pero se
trata de un proceso largo y necesita un equipamiento especial, lo cual hace que

pocos laboratorios lo puedan realizar.

Figura 9. Patrones de PFGE de cepas de L. pneumophila.

Tipificacién basada en técnicas de PCR

Mediante PCR y un proceso rapido de extraccion de DNA, a partir de una Unica
colonia se puede subtipificar en pocas horas. Se han desarrollado diferentes

protocolos de tipificacion:

- Rep-PCR, RAPD y AP-PCR (156). Se basa en la unioén aleatoria de cebadores
de PCR no dirigidos contra un locus especifico que se hibridan con suficiente
afinidad y permitiran el inicio de la polimerizacion. Da como resultado mezclas
complejas de producto de PCR que pueden ser traducidos en perfiles de DNA
con la ayuda de geles de electroforesis. La reproducibilidad de estés técnicas es
muy baja, los perfiles genémicos son complejos y se necesitan programas

informaticos.

- AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism) (157). Esta técnica se basa
en una reaccion de restriccion-ligacion seguida de una amplificacion por PCR.
En un primer paso, el DNA genémico se digiere con una enzima de restriccion y

los fragmentos se ligan a unos adaptadores construidos especialmente. Los
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fragmentos generados por este método son dianas para ser amplificados
mediante cebadores especificos para los adaptadores utilizados en la ligacion.
Los productos de PCR se pueden visualizar facilmente mediante electroforesis
en gel de agarosa. Se trata de una técnica muy reproducible. Si se acopla este
sistema a un sistema de deteccién automatica de fluorescencia por laser mejora

la deteccidn de los fragmentos (158).

Actualmente, la necesidad de disponer de métodos de caracterizacién molecular
que ofrezcan resultados rapidos y reproducibles, con la posibilidad de ser
compartidos en tiempo real por diferentes laboratorios, ha llevado al desarrollo
de métodos de secuenciacion de genes basados en técnicas de MLST
(multilocus sequence typing). Una variante de esta técnica es el SBT
(sequence-based typing) en la que se emplean tanto genes Aousekeeping como
genes de virulencia, y ha sido empleada para la tipificacién molecular de L.

pneumophila serogrupo 1.

Los resultados obtenidos con el estudio de seis genes, flad, pilE, asd, mip,
mompS'y proA, que son los que se han empleado en el primer estudio piloto de
SBT en el EWGLI, son muy prometedores, existiendo actualmente una base de
datos a la que se puede acceder para la asignacion de alelos (www.ewgli.org).
Aunque los brotes de legionelosis pueden aparecer en distintos ambitos
(hospitalario, comunitario o relacionado con viajeros) la estrategia para la

tipificacion epidemiolégica de los cultivos de Legionella puede ser la misma.
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Justificacion de la tesis

JUSTIFICACION DE LA TESIS

Legionella se caracteriz6 por primera vez en 1976, desde entonces ya se han
descrito mas de 50 especies diferentes y numerosos serogrupos. Legionella es
un bacilo gramnegativo movil. Es una bacteria ampliamente distribuida en la
naturaleza, siendo su nicho natural el medio acuatico. Su amplia distribucién en
el medio hace inviable, actualmente, llevar a cabo actuaciones preventivas
dirigidas a su reservorio natural. Existen diversos factores que hacen de
Legionella un microorganismo de especial interés. En primer lugar, por sus
caracteristicas microbioldgicas, por la interaccion con los protozoos de vida libre
en su hébitat acudtico y, por dltimo por su capacidad patégena mediante

mecanismo invasor y, probablemente, también por un mecanismo inmunitario.

Legionella es responsable del 3-15% de las neumonias adquiridas en la
comunidad y es, asimismo, causa frecuente de neumonia intrahospitalaria. En
la comunidad la mayoria de casos se presentan de forma esporadica, aunque
en ocasiones, también en forma de brote epidémico. Las fuentes mas
frecuentes de infeccion son las torres de refrigeracion, asi como los sistemas de

agua corriente, especialmente los sistemas de distribucién de agua caliente.

El diagnostico de la legionelosis puede realizarse por aislamiento del agente
causal a partir de muestras respiratorias, por deteccién de antigenos, deteccién
de DNA o también mediante la detecciébn de anticuerpos especificos por
serologia. El aislamiento del microorganismo por cultivo a partir de muestras
respiratorias, si las muestras seleccionadas son adecuadas, tiene una
sensibilidad del 70% y una especificidad del 100%, pudiendo detectar todas las
especies del género y serogrupos. La deteccion directa en muestras
respiratorias de L. pneumophila serogrupo 1 por inmunofluorescencia directa
tiene una sensibilidad que oscila entre el 25 y el 70% y una especificidad del
95%. Las técnicas de deteccion de antigeno en orina son muy Utiles para el
diagnostico rapido de la neumonia por Legionella, dado que la orina constituye
un excelente reservorio de antigeno. La primera prueba disponible fue una
técnica de radioinmunoensayo, que exigia disponer de instalaciones radiactivas.
La sustitucion de aquella por técnicas de enzimoinmunoensayo y de

inmunocromatografia ha permitido su incorporacién como técnica diagndstica
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en la mayoria laboratorios. Dado que el antigeno de Legionella es termoestable,
se recomienda aplicar un tratamiento térmico a la muestra para evitar falsos
positivos. Ademds, la concentracion del antigeno presente en la orina,
incrementa la sensibilidad de las técnicas descritas sin afectar la especificidad.
La sensibilidad de estas técnicas varia entre un 60 y un 90%, en funcién de la
técnica y si se concentra o no la orina, mientras que su especificidad es muy
elevada (>99%).

Por otro lado, durante un brote epidémico de Legionella, es importante realizar
investigacion ambiental para identificar la fuente de infeccién responsable. La
deteccién de instalaciones de riesgo permitird establecer hipétesis sobre el
posible del brote. Esto, junto a los andlisis microbiolégicos obtenidos de
muestras clinicas y de estas instalaciones, posibilitara la identificacion del foco

causal.

A pesar de que las nuevas técnicas de deteccion de antigeno han supuesto una
mejora considerable en el diagnostico etiolégico de las neumonias por
Legionella, en muchos casos es necesario concentrar la muestra por
ultrafiltracién selectiva para obtener una sensibilidad suficiente. En
determinadas situaciones, los procesos de concentracion por ultrafiltracion
pasiva de la orina pueden suponer un retraso en la obtencion de los resultados.
Por otro lado, tampoco se dispone de ninguna técnica que nos permita poder
establecer un prondéstico de la evolucion del paciente en el momento del

diagnéstico.

En muchos casos, en que Legionella es aislada a partir de muestra clinica, la
identificacion bioquimica y basada en técnicas de inmunofluorescencia son

insuficientes para la identificacion correcta a nivel de especie.

Ademas, en situaciones de brote epidémico, en que es fundamental detectar el
foco responsable, los cultivos que se emplean de forma habitual, asi como las
técnicas moleculares para establecer relaciones epidemiolégicas, son lentas por

un lado y también laboriosas, retrasando la identificacion del foco.

De esta forma, la Tesis se ha centrado en la estandarizacion y evaluacion clinica

de nuevas técnicas inmunoldgicas cualitativas y cuantitativas de deteccion de
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antigeno de Legionella en orina orientados al diagndstico y también para
establecer si la quantificacion del antigeno presente en orina puede constituir
un indice de valor prondstico en la evolucién de la neumonia. También se han
estudiado nuevos métodos de concentracion de antigeno por centrifugacion y la
evaluacién de una técnica inmunoldgica de deteccién de antigeno en muestras

ambientales para su utilizacién en el cribaje medioambiental.

Finalmente, la Tesis se completa con la evaluacién de técnicas de secuenciacion
para la identificacion a nivel de especie del género Legionella y de tipaje

molecular intraespecifico.

77






OBJETIVOS






Objetivos

2. OBJETIVOS
Los objetivos planteados en esta Tesis doctoral son los siguientes:

1.

Estudiar la utilidad de nuevas técnicas de enzimoinmunoensayo y de
inmunocromatografia para la deteccion de antigeno de L. pneumophila

serogrupo 1 en muestras de orina en el diagndstico de la legionelosis.

Evaluar y optimizar una nueva técnica de concentracion por ultrafiltracién

selectiva de antigeno de Legionella mediante centrifugacion.

Determinar la concentracion de antigeno de Legionella presente en la orina
de los pacientes en el momento del diagnéstico y durante el tratamiento.

Estudiar su valor prondstico.

Estudiar la aplicabilidad de las técnicas inmunoldgicas de deteccion de
antigeno para determinar la presencia de Legionella en muestras

ambientales.

Evaluar y optimizar la utilidad de una una técnica basada en la
secuenciacion del gen mip para la identificacion de las diferentes especies

del género Legionella.

Optimizar y evaluar de la utilidad de una nueva técnica basada en la
secuenciacion de genes especificos para el estudio molecular de la

clonalidad de distintas cepas de L. pneumophila.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la utilidad de nuevas técnicas de enzimoinmunoensayo y de

inmunocromatografia para la deteccion de antigeno de L. pneumophila

serogrupo 1 en muestras de orina en el diagnéstico de la legionelosis

(Articulo 1y 2).

La neumonia continda representando un problema sanitario de gran magnitud
que puede ser causado por un amplio nUmero de microorganismos. Entre las
etiologias de las neumonias mas graves, estéan las producidas por Legionella. En
el transcurso de un episodio neumonico por L. pneumophila se libera antigeno
especifico que puede detectarse en la orina. El antigeno se puede detectar
desde el primer dia desde la aparicion de los sintomas y persistir durante dias e
incluso semanas (94). Las técnicas de deteccion de antigeno permiten un
diagnostico muy rapido de la neumonia por L. pneumophila, por lo que estas
técnicas han revolucionado el diagnostico de esta enfermedad y resultan muy
tiles para la detecciébn de un mayor nimero de casos y la aplicacion de un
tratamiento antibi6tico especifico en las fases iniciales de la enfermedad (95).
También permiten el reconocimiento temprano de brotes epidémicos,
favoreciendo una rapida respuesta en la aplicacion de medidas preventivas. La
disponibilidad de técnicas de deteccion de antigeno de L. pneumophila
incrementa el diagnostico de la legionelosis y disminuye la mortalidad,
posiblemente debido al diagndstico rapido en las primeras fases de la

enfermedad.

En este apartado de la Tesis se exponen los resultados obtenidos en la
evaluacién de dos técnicas de deteccion de antigeno de L. prneumophila
serogrupo 1 en muestras de orina: un enzimoinmunoensayo EIA (Bartels ELISA
Legionella urinary antigen, Bartels Inc.) y una inmunocromatografia ICT (Uni-

Gold Legionella Urinary Antigen test, Trinity Biotech, Wicklow, Ireland).

» Deteccion de antigeno de Legionella en muestras de orina mediante

una nueva técnica de enzimoinmunoanalisis (Articulo 1).

Para la evaluacién del EIA de Bartels se estudiaron muestras de orina de 4

grupos de pacientes: Grupo 1: 42 pacientes con legionelosis diagnosticada por
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cultivo y/o serologia; grupo 2: 47 pacientes con legionelosis diagnosticada por
EIA Binax en orina concentrada (OC); grupo 3: 49 pacientes con neumonia de
otras etiologias y grupo 4: 73 pacientes sin neumonia. Para aumentar la
sensibilidad de la técnica se concentré el antigeno presente en la orina
mediante ultrafiltracion selectiva pasiva antes de realizar la deteccién de
antigeno de Legionella. En las muestras de orina sin concentrar (ONC),
mediante el EIA de Bartels se detect6 antigeno en el 80.9% de las muestras del
grupo 1, y en el 68.1% de muestras del grupo 2. Mediante el EIA de Binax se

detecto en el 64.3% y en el 40.4%, respectivamente.

Tabla 3. Sensibilidad en muestras de ONC de los pacientes diagnosticados de legionelosis.

Test Grupo 1 Grupo 2
Total Cultivo Serologia Cultivo+Serologia
EIA 80.9 100 70.4 100 68.1
Bartels (34/42) (12/12) (19/27) (3/3) (32/47)
. 64.3 83.3 55.5 66.6 40.4
EIA Binax
(27/42) (10/12) (15/27) 2/3) (19/47)

Utilizando OC para el diagnostico de la legionelosis, con el EIA de Bartels se
detectdé antigeno en el 72.2% de muestras del grupo 1 y en el 100% de
muestras del grupo 2. Obteniéndose con el EIA de Binax un resultado positivo
en el 72.2% y el 100%, respectivamente. La especificidad para las dos técnicas
tanto en ONC como en OC fue del 100%. Para evaluar el aumento de la
sensibilidad por la concentraciéon del antigeno, los resultados en ONC y OC en
las dos técnicas, solo se valoraron las muestras que se pudieron testar no

concentradas y concentradas del mismo paciente (Tabla 4).

En las muestras de los pacientes diagnosticados de legionelosis (Grupo 1y 2)
también se estudiaron los ratios obtenidos por cada uno de los EIA. Para el EIA
de Bartels las medianas obtenidas en ONC (mediana: 11.250; 5-95 percentiles:
0.805-61.330) y en OC (mediana 42.00; 5-95 percentiles: 1.100-62.900) fueron
significativamente superiores (p< 0.0001) que los ratios obtenidos por el EIA
de Binax, en ONC (mediana: 2.575; 5-95 percentiles: 0.634-24.055) y en OC
(mediana: 11.770; 5-95 percentiles: 1.210-36.450).
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Tabla 4. Sensibilidad de las 2 técnicas en muestra de orina no concentrada y concentrada.

Test Grupo 1 Grupo 2
Total Cultivo Seroconversion
66.7 100 65.5 68.3
ONC
EIA (12/18) (2/2) (10/16) (28/41)
Bartels oc 72.2 100 68.7 100
(13/18) (2/2) (11/16) (41/41)
55.5 100 50 39
ONC
EIA (10/18) (2/2) (8/16) (16/41)
Binax ocC 72.2 100 68.7 100
(13/18) (2/2) (11/16) (41/41)

La concentracién de la orina por ultrafiltracién selectiva aumenta el nimero de
diagnésticos de legionelosis, tanto por Bartels como por Binax. Ademas, los
ratios de las muestras de los pacientes con legionelosis obtenidos por Bartels y
Binax fueron significativamente superiores (p< 0.0001) en orina concentrada
gue en ONC. Hubo diferencias significativas entre el EIA de Bartels y el EIA de
Binax respecto a la mayor capacidad del primero para detectar antigeno de L.

pneumophila en muestras de orina no concentrada.

» Deteccion de antigeno de Legionella a partir de extractos de cultivo

mediante enzimoinmunoanalisis.

Se estudio el limite de sensibilidad de las técnicas de EIA (Bartels y Binax) y la
capacidad de detectar antigenos de otras especies diferentes de L. pneumophila
mediante extractos de cultivos purificados. Se realizé la técnica de EIA
directamente de sobrenadantes sometidos a tratamiento térmico a 100°C.
Ambos EIAs detectaron antigeno de los 14 serogrupos de las cepas de L.
pneumophila ATCC, en cambio para L. bozemanii ATCC sélo se obtuvo un
resultado positivo por EIA de Binax y en el caso de L. Jongbeachae ATCC ambos

tests fueron negativos.

El limite de deteccion de ambas técnicas para detectar antigeno soluble de L.
pneumophila serogrupo 1 se determind utilizando diluciones seriadas a partir de
las suspensiones tratadas térmicamente. Para ello, nos basamos en el contaje
de colonias del cultivo realizado previo a la ebullicion de la suspension. Para el

EIA de Bartels el limite de deteccion fue de 1.3 x 10* ufc/mL y 1.3 x 10° ufc/mL
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para el EIA de Binax. Los resultados para todos los serogrupos se muestran en
la tabla 5.

Tabla 5. Limite de deteccion del EIA de Bartels y el EIA de Binax para detectar antigeno soluble

de Legionella.

Limite de deteccion

Especie y/o serogrupo (ufc/ml)
EIA Binax EIA Bartels
1 1.3x10° 1.3 x 10*
2 1.3 x10° 1.3 x 107
3 4 x 108 4 x 107
4 3 x 108 3 x 10’
5 3.5 x10® 3.5 x 10’
6 3.8 x 108 3.8 x 10’
Legionella pneumophila ! > % 10‘: 5% 102

8 9x10 9x10
9 8 x 10’ 8 x 10°
10 7.8 x 108 7.8 x 107
11 1.7 x 10° 1.7 x 107
12 2 x 108 2 x 107
13 7.2 x 10® 7.2 x 107
14 7 x 107 7 x 10°

Legionella bozemanii 2.9 x 108 -

Legionella longbeachae - -

* Deteccion de antigeno de Legionella en muestras de orina mediante

técnica de inmunocromatografia (Articulo 2).

Se estudio la sensibilidad y especificidad de una nueva técnica de ICT (Uni-Gold
LUA) en el diagnostico de la legionelosis, comparando los resultados con la ICT
de Binax en muestras de orina de tres grupos de pacientes. Grupo 1: 80
pacientes diagnosticados de neumonia por L. pneumophila; grupo 2: 60
pacientes con neumonia de otras etiologias y grupo 3: 50 pacientes sin
neumonia y con infeccion urinaria. Se realizé un tratamiento térmico previo de
la muestra y la concentracién de la orina mediante ultrafiltracion selectiva para

aumentar la sensibilidad y la especificidad.
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Uni-Gold LUA detectd antigeno en el 63.75% de muestras de ONC y en el 95%
de muestras de OC de pacientes del grupo 1, y la ICT de Binax detectd
antigeno en el 67.5% de muestras de ONC y en el 97.5% de OC. Las muestras
de ONC de pacientes con infecciones del tracto respiratorio superior de
diferente origen etiolégico, bacteriemia sin foco respiratorio o pacientes con
infecciones del tracto urinario (grupos 2 y 3) fueron todas negativas para
ambos tests (100% especificidad). En OC la especificidad fue del 96% (72/75)
para Uni-Gold LUA y del 100% para Binax Now (tabla 6). La concordancia de
ambas técnicas analizando los tres grupos de muestras estudiados en ONC fue
del 98.42% (k=0.961, DE: 0.023), para la OC la concordancia fue del 97.2%
(k=0.935, DE: 0.028). No se encontraron diferencias significativas en el nimero
de resultados positivos entre ambas técnicas, ni al utilizar muestras de ONC
(p=0.250) ni de OC (p=0.655).

Tabla 6. Comparaciéon de los resultados obtenidos por Uni-Gold LUA y ICT de Binax en la

deteccion de antigeno de Legronella.

Binax Now

ONC n(%) OC n(%)
Positivo Negativo Positivo Negativo
LS 51 (96.2) 0 (0) 76 (97.4)  3(3.9)
Uni-Gold LUA
Negativo EEEEEE:) 136 (100) 2 (206) 74 (96.1)
Total 54 (100) 136 (100) 78 (100) 77 (100)

Recientemente, se ha podido evaluar una segunda version de esta nueva ICT
(Uni-Gold LUA plus) en 22 orinas de pacientes con legionelosis y en 98 orinas
de pacientes con neumonia por neumococo (63) o con infecciéon urinaria (35).
Tanto Uni-Gold LUA plus como Binax Now han obtenido una sensibilidad en
ONC del 95,4 % (21/22) y del 100% en OC (22/22). La especificidad de ambas

técnicas fue del 100% tanto en ONC como en OC.

*» Deteccion de antigeno de Legionella a partir de extractos de cultivo

mediante inmunocromatografia.

Se estudié el limite de sensibilidad y la especificidad de Uni-Gold LUA para

detectar antigeno soluble de L. pneumophila y de diferentes especies de
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Legionella, respectivamente. La deteccion de antigeno mediante ICT se realiz6
directamente en sobrenadantes de extractos de cultivo sometidos a tratamiento
térmico a 100°C. En las condiciones del estudio, la técnica de ICT Unicamente
fue positiva para el serogrupo 1 y 7, siendo negativa para el resto de

serogrupos y para L. bozemanii ATCC y L. longbeachae ATCC.

El limite de deteccion de ambas técnicas Uni-Gold LUA y ICT Binax para
detectar antigeno soluble de L. pneumophila serogrupo 1 se determind
utilizando diluciones seriadas a partir de las suspensiones de los cultivos
tratadas térmicamente. Nos basamos en el contaje de colonias del cultivo
realizado previo a la ebullicién de la suspensién. Para Uni-Gold LUA el limite de

deteccion fue de 1.2 x 10° ufc/mL y 1.2 x 10* ufc/mL para el ICT Binax.

Tal y como hemos comentado previamente, desde su descubrimiento a finales
de los afios 70 hasta la actualidad, las técnicas de deteccion de antigeno de L.
pneumophila han demostrado su gran utilidad en el diagnéstico de la
legionelosis. Las primeras de ellas fueron técnicas caseras de EIA y RIA, que
aunque utiles no estaban al alcance de todos los laboratorios (159, 160). La
adaptacion comercial del EIA produjo una amplia difusiéon de la utilizacién de
estas técnicas y ya en las primeras evaluaciones se demostraron que eran unas
técnicas sensibles, especificas y rapidas con resultados en 3-4 horas (99, 161,
162).

Entre las técnicas de EIA més utilizadas se encuentran el EIA Binax y el EIA de
Biotest, ambos presentan una similar sensibilidad y especificidad en ONC y OC.
Si las comparamos con el EIA de Bartels, esta también presenta una buena
sensibilidad y especificidad. Mostrando el EIA de Bartels una mayor sensibilidad

para la deteccién de antigeno en ONC.

La introduccién de una técnica de ICT (Binax Now) permite la deteccion de L.
pneumophila serogrupo 1 en muestras de orina en 15 minutos 0 menos, con
unos resultados muy similares a los obtenidos con técnicas de EIA (98, 163).
La ICT reduce el tiempo de diagnostico, es menos compleja y requiere menos
equipamiento que las técnicas de EIA lo que permite su uso en todo tipo de

laboratorios.
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Recientemente, se han desarrollado nuevas ICT. Diederen y Peters han
evaluado algunos de estos nuevos ensayos (164-166), comparando los
resultados con los obtenidos con Binax Now en muestras de ONC. Para la
técnica SAS Legionella test (SA Scientific, USA) los resultados de sensibilidad y
especificidad fueron 82.9% y 99%, respectivamente. En el caso de el test SD
Bioline Legionella Antigen Test (Standard Diagnostics, Inc., Korea) la
sensibilidad fue del 31.5% vy la especificidad del 98.8%. Para el Rapid U
Legionella Antigen test (Diamondial, Sees, France) la sensibilidad varia desde el
71.2% al 91.5% y la especificidad del 90 y 95.6%. Los resultados de
sensibilidad obtenidos con la técnica SD Bioline son inaceptables para el uso de
esta en el diagnostico de la legionelosis. Nuestros resultados para Uni-Gold LUA
fueron del 63.75% en ONC y 95% en OC, valores adecuados para este tipo de

técnicas de diagndstico etioldgico.

La sensibilidad de los tests de deteccion de antigeno de Legionella aumenta al
concentrar la muestra de orina (98, 102, 162, 167). Aunque la concentracion de
la orina no es un proceso recomendado por los fabricantes de los kits
comercializados, en nuestra experiencia la concentracion de la orina es un
procedimiento sencillo y rapido (los resultados estan disponibles en una
mafiana de trabajo), pero aun asi muchos laboratorios consideran que alarga
mucho el tiempo de procesamiento de la muestra y no la realizan. En nuestros
estudios la concentracion de la muestra aumenta significativamente la
sensibilidad de las técnicas tanto del EIA Bartels (67.5% a un 86%) como de la
ICT Uni-Gold LUA (63.7% a un 95%), aumento también observado en los otros
test como el EIA Binax y ICT Binax tanto en los resultados presentados en este

trabajo como en otros trabajos anteriores.

Durante los ultimos afios también se ha estudiado si estas técnicas tanto de EIA
como ICT son capaces de detectar antigeno de Legionella diferente de L.
pneumophila serogrupo 1 en muestras de orina (99, 101, 161). En el caso del
EIA de Binax y EIA Biotest se demostré que si que eran capaces de detectar
antigeno aunque con una sensibilidad menor que para L. pneumophila
serogrupo 1. Helbig et al (163) evaluaron la ICT de Binax, el EIA de Binax y el

EIA de Biotest con muestras artificiales preparadas con L. pneumophila
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serogrupo 1 (Philadelphia 1, OLDA y Bellingham), serogrupo 3 y serogrupo 6
ultrasonicadas, y vieron que las tres técnicas eran capaces de detectar antigeno
en todos los casos, siendo el limite de deteccion inferior en el caso de L.
pneumophila serogrupo 1 cepa Philadelphia. Las tres técnicas necesitaban una
concentracién de los serogrupos 3 y 6, mayor de 5x10° ufc/ml. En nuestro
estudio el EIA de Bartels fue capaz de detectar todos los serogrupos de L.
pneumophila del 1 al 14, especialmente L. pneumophila serogrupo 1. Ademas,
el EIA de Bartels tiene un limite de deteccion inferior al EIA de Binax, hecho
que concuerda con los mejores resultados de sensibilidad obtenidos en las
muestras de orina. Probablemente, las diferencias en el método de extracciéon
pueden justificar la diferencia en el limite de deteccion obtenido en nuestro

estudio respecto al estudio de Helbig et al (163).

Aunque estas técnicas son capaces de detectar antigeno de todos los
serogrupos y de otras especies, tienen una mayor sensibilidad para detectar ..
pneumophila serogrupo 1, hecho que se correlaciona con la disminucion de la
utilidad de los tests de deteccién de antigeno cuando disminuye la prevalencia
del serogrupo 1 como causante de la legionelosis (168). Hay que tener en
cuenta que la deteccion de antigeno en muestras artificiales sélo nos
proporciona informacién acerca de la capacidad de detectar antigeno de los
diferentes tests dado que en una muestra real ciertos antigenos pueden ser
excluidos de la orina al no ser filtrados por los capilares glomerulares del rifion.
Con lo que realmente se desconoce la concentracion real que alcanzan estos

antigenos en la orina y la capacidad de las técnicas para detectarlos.

En resumen, el EIA de Bartels es una técnica sensible y especifica para el
diagnéstico de la legionelosis. En nuestra experiencia, este EIA es util para el
diagndstico rapido de la neumonia por Legionella, ofreciendo una mejor
alternativa al EIA Binax cuando se realiza en ONC. En el caso de la ICT Uni-Gold
LUA es una alternativa en el diagnostico de la legionelosis, reduciendo el tiempo
si lo comparamos con las técnicas de EIA y con unos resultados comparables al
Binax Now. En la segunda version preliminar recientemente evaluada hemos
comprobado que esta técnica tiene unos valores de sensibilidad y especificidad

equiparables a los de la ICT de Binax, tanto en ONC como en OC.
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Evaluacion y optimizacion de una nueva técnica de concentracion por

ultrafiltracion selectiva de antigeno de Legionella mediante centrifugacion

(Articulo 3).

La deteccion de antigeno de L. pneumophila en orina por EIA y por ICT se han
mostrado como unas técnicas rapidas, sensibles y especificas para el
diagnostico de la legionelosis (98, 163, 169, 170). La concentracion del
antigeno presente en las muestras de orina aumenta considerablemente la
sensibilidad de estas técnicas sin detrimento de su especificidad. Sin embargo,
la concentracion de la muestra puede provocar un cierto retraso en la obtencién

de los resultados.

La concentracion del antigeno presente en la orina se realiza mayoritariamente
mediante ultrafiltracion selectiva pasiva. Este sistema consiste en una celda
donde la muestra de orina est4d en contacto con un material absorbente a
través de una membrana de permeabilidad selectiva, que permite el paso del
agua y solutos de bajo peso molecular, concentrandose progresivamente el
antigeno al disminuir el volumen de liquido (figura 10). Este proceso puede

durar de 1 a 6 horas, dependiendo de las caracteristicas de la muestra.
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Figura 10. Sistema de ultrafiltracién pasiva.

En este apartado de la Tesis evaluamos un nuevo método de concentracién por
ultrafiltracion selectiva mediante centrifugacion (Amicom Ultra-4, Millipore).
Este dispositivo combina una membrana de ultrafiltracién de baja adsorcion en

una carcasa vertical acoplada a un tubo de centrifugacion (figura 11). El agua y

93



Resultados y discusion

solutos de bajo peso molecular atraviesan la membrana como consecuencia de

la centrifugacion, concentrandose progresivamente el antigeno de Legionella.

= 1 Ca
E — "
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Figura 11. Sistema de ultrafiltracién por centrifugacion.

Evaluamos el nuevo método de concentracion en muestras de pacientes con
infeccion por L. pneumophila, diagnosticados con EIA Binax; en pacientes con
neumonia de otras etiologias y pacientes sin signos ni sintomas de neumonia y
diagnosticados de infeccién urinaria. Una alicuota de cada muestra ya habia
sido estudiada previamente por EIA de Binax tras ser concentrada con el

método de ultrafiltracion pasiva.

Todas las muestras de orina de los 3 grupos de pacientes fueron concentradas
mediante ultrafiltracién selectiva por centrifugacion y el antigeno de Legionella

fue detectado por ICT Binax.

Los resultados obtenidos utilizando orina concentrada por el método de
ultrafiltracion por centrifugacion fueron idénticos a los obtenidos previamente
mediante ultrafiltracion selectiva pasiva para las muestras de los pacientes
diagnosticados por Legionella. Para asegurar que la concentracién de antigeno
presente en la muestra no variaba al concentrar, escogimos muestras de orina
con ratios obtenidos por EIA que oscilaban desde 4.49 a 41.9 (media, 16.53;
DE, 9.45). La concentracion por centrifugacion no representa una disminucion
de la sensibilidad, incluso en muestras con baja carga antigénica. Todas las
muestras concentradas del grupo 2 y 3 de pacientes sin legionelosis fueron

negativas por ICT.
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La concordancia global entre las dos técnicas de concentracion fue del 100%. El
tiempo necesario para concentrar la muestra por ultrafiltracion pasiva es de 1 a
3 horas, dependiendo de las caracteristicas fisicas de la muestra pudiendo
llegar incluso a tardar mas de 6 horas. En cambio, mediante la concentracién
por centrifugacion se disminuye el tiempo a unos 15-20 minutos. Sin embargo,
algunas muestras pueden requerir una centrifugacion adicional para alcanzar la

concentracién deseada.

La concentracién por ultrafiltracion selectiva por centrifugacion es un método
rapido y fiable para la concentracion de antigeno de Legionella en muestras de
orina sin disminucién de la sensibilidad ni de la especificidad. Este sistema
permite reducir drasticamente el tiempo en el diagnostico de legionelosis

mediante deteccion de antigeno.
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Determinar la concentracion de antigeno de Legionella presente en la orina de

los pacientes en el momento del diagndstico y durante el tratamiento. Estudio

de su valor pronoéstico (Articulo 4).

La tasa de mortalidad de la neumonia por Legionella se encuentra alrededor del
10-15% en individuos sanos, pero es mayor en casos hosocomiales o por
retraso en el diagndstico. Se ha comprobado en numerosos estudios la utilidad
de las técnicas de deteccion de antigeno en el diagnostico rapido de la
neumonia por L. pneumophi/a serogrupo 1. Pero en ninguno de ellos, se ha
cuantificado la concentracion de antigeno presente en las muestras de orina,
asi como tampoco su posible correlacién con la gravedad del paciente o su

estudio como posible factor pronéstico.

En este apartado del trabajo, se ha utilizado el EIA de Binax para calcular la
concentracion de antigeno de Legionella en orina en el momento del
diagndstico y durante el tratamiento. Este estudio se dividié en dos partes: la
estandarizacién del EIA para la cuantificaciobn de antigeno presente en las
muestras mediante un antigeno de Legionella purificado y posteriormente, la

determinacién de la concentracion de antigeno en las muestras.

Se estudiaron muestras de orina de 48 pacientes (40 hombres y 8 mujeres)
con diagnostico de neumonia por Legionella. Los pacientes fueron
diagnosticados por deteccién de antigeno soluble de L. pneumophila serogrupo
1 en orina no concentrada mediante Binax Now. La edad media de los
pacientes fue de 55,5 afios (27-83 afos). Todos los pacientes recibieron desde

el inicio del ingreso tratamiento con macrolidos.

El médico responsable determind la respuesta clinica una vez finalizado el
tratamiento y en el seguimiento. La evaluacion clinica se bas6 en la valoracion
global de la presentacidn clinica en comparacion con la valoracion inicial. Se
considero resolucién de la neumonia cuando hubo desaparicién de los signos y
sintomas de neumonia: disnea, tos, expectoracion, fiebre, resolucion de la
leucocitosis y desaparicion de los infiltrados pulmonares en la radiografia de
térax, y como mejoria cuando hubo desaparicion de la fiebre pero no hubo

resolucion completa de alguno de los signos y/o sintomas de neumonia ni de la
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radiologia. Las caracteristicas basales de estos pacientes y de la neumonia se

detallan en la tabla 7.

En cada paciente, se recogieron dos muestras seriadas, una recogida en el
momento del ingreso y otra recogida 3-6 dias después. Se analizaron 48 ONC
recogidas en el momento del ingreso y 37 muestras de ONC recogidas 3-6 dias
después. En algunos casos, fue posible recoger muestras seriadas entre 11 y 20
dias (9 pacientes), a los 30 (4 pacientes) y a los 60 (2 pacientes) dias después

del ingreso.

Para determinar la concentracion de antigeno de L. pneumophila en las
muestras de orina, se utilizé un antigeno purificado de L. pneumophila
serogrupo 1 de concentracién conocida (Binax Inc.). La concentracion de
antigeno en muestras de orina se cuantific por extrapolaciéon de la densidad

Optica de las muestras con una curva estandar realizada en cada ensayo.
Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes con neumonia por Legionella.

N © de pacientes

VELEDIES (%)
Si 15 (30,6)
> 65 No 34 (69,4)
Hombre 40 (83,3)
Sexo Mujer 8 (16,6)
R Si 6 (12,2)
Diabetes No 43 (87.8)
Si 10 (20,4)
Alcohol No 38 (77,6)
Ex 1(2)
Si 28 (57,1)
Fumador No 12 (24,5)
Ex 9 (18,4)
Si 3(6,1)
EPOC No 46 (93,9)
.. Si 4(8,2)
Inmunosupresion No 45 (91.,8)
Neumonia Si 11 (22,4)
multilobar No 38 (77,6)
| 8 (16,3)
" 16 (32,7)
Fine 1l 14 (28,6)
[\ 7 (14,3)
v 4(8,2)
Resolucién 39 (79,6)
Evolucion Mejoria 6 (12,2)
Muerte 4 (8,2)

97



Resultados y discusion

Los resultados muestran que la concentracion media de antigeno de todos los
pacientes incluidos fue de 18,98 ng/ml (DE: 12,9) en la ONC de las muestras
recogidas en el momento del ingreso. De las muestras recogidas entre 3 y 6
dias después del ingreso, la media fue de 3,76 ng/ml (DE: 7,4). La
concentracion media de antigeno en ONC de las muestras recogidas en los dias
11-20, 30 y 60 después de la admision hospitalaria fue de 5,47 ng/ml (DE: 7,6),
3,52 ng/ml (DE: 4,6) y 1,08 ng/ml (DE: 1,5), respectivamente.

En el momento del ingreso, no se encontraron diferencias significativas para
ninguno de los pardmetros estudiados, ni en funcion de las caracteristicas
clinicas del paciente (Tabla 8). Con respecto a la correlacion con la gravedad, a
pesar de que las medianas muestran una tendencia a ser mayores en los
grupos de mayor gravedad (Fine V) tampoco se han encontrado diferencias
significativas con la escala pronéstica de Fine (Pneumonia severity Index). La
figura 12 muestra la mediana de la concentracion de antigeno en el momento

del ingreso segun clasificacion Fine de los pacientes.

Tabla 8. Correlacion entre la concentracion de antigeno en ONC y caracteristicas clinicas.y de la

neumonia del paciente.

- Ingreso 3-6 dias después ingreso
VELEDLES - :
Media (DE) P Media (DE) P
Si 15,1 (12,6) 3,1(7,9)
> 65 NS NS
No 20,9 (12,7) 3,1 (5,9)
I Si 17,8 (11,7) 7,4 (10,7)
Diabetes No 19,3 (13,1) NS 2,4 (5,4) NS
Alcohol Si 21,2 (13.4) Sivs no: NS 3159 Si vsno: NS
No 19 (12,7) 3,1 (6.7)
Si 21,7 (12,8) 47 (7,6)
Fumador No 16,6 (11,6) NS 0,5 (0,9) NS
Ex 14,6 (13,8) -
EPOC Si 22,1 (6,7) NS 8,8 (15,2) NS
No 18,9 (13,1) 2,6 (5,3)
L. Si 25,9 (7,4) -
Inmunosupresion No 18,5 (13,1) NS 3.1 (6.4) NC
Multilobar Si 22,4 (14,3) NS 56(9.2) NS
No 18,2 (12,4) 2,5 (5.,6)
I 21,9 (15,1) L usV: NS 3,4 (6,9) | s V: NS
I 19.1 (144) I :2 IV: NS 1.9(4.8) | vvjlv NS
Fine ::,I 1158’29 (193:91) -1 Vs Vi NS 9;(11’(?)9 1111 Vs Vi NS
2 (13,1) I-11 vs IV: NS 3 (10,9) I-111 vs IV: NS
v 21,6 (15,8) 26,8 ()
R 18,3 (13,2) R vsE: NS 2,1 (5,6) R vsE: 0,008
Evolucion M 17,4 (12,2) R vsM: NS 5,9 (6,8) R vsM: 0,043
E 30,7 (3,4) M vsE: NS 23,3 (4,9) M vsE: NS

R Resolucién, M Mejoria, E Exitus, NC No calculable, NS No significativo
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Figura 12. Mediana de la concentracion de antigeno y 5-95 percentiles
segun Pneumonia Severity Index
En relacién con la evolucién de los pacientes, a pesar de que la concentracién
media de antigeno de Legionella en orina en el momento del ingreso fue mayor
en los pacientes que fallecieron respecto a los cudles la neumonia se les
resolvi6 o no se resolvio totalmente, estas diferencias tampoco alcanzaron
significacion estadistica (Tabla 8). El area bajo la curva ROC fue de 0,78 (95%
IC: 0,6486-0,923). Se determind una concentraciéon éptima de 26,56 ng/ml con
una sensibilidad del 100% y una especificidad del 68,9% para discriminar los

pacientes que fallecen respecto al resto.

La concentracion de antigeno en ONC, disminuyd en los dias posteriores al
ingreso, la figura 13 representa la concentracién de antigeno en muestras
seriadas de ONC de todos los pacientes. El descenso en la concentracion media
de antigeno entre el momento del ingreso y a los 3-6 dias considerando todos
los pacientes fue significativo (p<0.0001). Si consideramos los pacientes que
resolvieron completamente la neumonia la concentracion de antigeno en orina a

los 3-6 dias (2,0945,60) disminuye significativamente respecto al momento del
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diagndstico (18.34+13,20) (p<0.0001). En cambio, si consideramos los
pacientes que mejoran, la concentracion media de antigeno el dia 3-6 desde el
ingreso (5,92+6.84) no disminuye significativamente respecto a la del ingreso
(17,35%£12.23) (p=0,080). El namero de pacientes que fallecieron por la
neumonia es reducido (n=3) y Unicamente se dispuso de muestra de los 3-6
dias después del ingreso de dos de estos pacientes. La concentracién a los 3-6
dias tampoco presenta diferencias significativas respecto a las que presentaron
en el momento del ingreso (p=0.180). Los tres pacientes que fallecieron habian

ingresado en UCI.

Por otro lado, la concentracién de antigeno en ONC recogidas entre los dias 3-6
después del ingreso fueron significativamente mayores en pacientes que
mejoraron en comparacion con aquellos en que la neumonia se resolvio

(p=0,043). Los resultados se muestran en la tabla 8.

604

Concentracion (ng/mL)

Dias desde el ingreso

Figura 13. Cinética de la concentracién de antigeno en los pacientes
incluidos desde el momento del ingreso.

La figura 14 muestra la mediana y percentiles 5-95 de los 3 grupos en funcién
de la evolucion: resolucién, mejoria y muerte, en las muestras de ONC en el

momento de la admision y 3-6 dias después del ingreso.

100



Resultados y discusion

0,00 Ingreso 30,004 36 dias después del ingreso

50,004 25,00

0,00

.00 10,004
10,004 5,00 T

0,00 0,00

Concentracion ng/ml
= 13
g8

T

Concentracion ngiml

T T T T T T
Curacién Mejoria Extus Curacién Mejorfa Exitus
Evolucién clinica Evolucién Clinica

Figura 14. Mediana de la concentracion de antigeno y 5-95 percentiles segn la evolucién
Existen muchos estudios evaluando las técnicas de deteccion de antigeno de L.
pneumophila para el diagnéstico de la legionelosis. La utilidad de estas técnicas
estd ampliamente reconocida, pero por el momento no hay ningln estudio
sobre la correlacion entre la concentraciéon de antigeno en orina y la severidad
de la neumonia. En un estudio realizado por Maurin et al. (171) se describid
que en pacientes con legionelosis, un elevado recuento de Legionella en
muestras del tracto respiratorio inferior en el momento del ingreso se asocia
con Fine elevado, necesidad de hospitalizacién en UCI y mayor tiempo de

hospitalizacion.

La mayor dificultad asociada al manejo de las neumonias en general y también
en la neumonia por Legionella reside en la identificacion de pacientes con
riesgo de muerte. Los pacientes habitualmente son estratificados en grupos de
riesgo mediante la utilizacion de diferentes escalas prondésticas (PSI o CURBE5).
Estos sistemas de clasificacién funcionan razonablemente bien cuando se
estudian cohortes de muchos pacientes, pero no funcionan igual de bien para

tomar decisiones clinicas en pacientes concretos.

Nuestro estudio confirma la asociacion entre una elevada concentracién de
antigeno de Legionella en orina y un aumento de la mortalidad. La implicacién
de este hallazgo implica que una cuantificacion de antigeno de Legionella en
orina puede ofrecer una informacién muy valiosa sobre el prondstico de la

neumonia. Nuestros datos sugieren que la cuantificacion de antigeno en orina
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puede ser un método facil y sensible para identificar los grupos de pacientes de

mayor riesgo de muerte.

Los resultados obtenidos muestran una asociacion estadisticamente significativa
entre la cinética de la concentracion de antigeno desde el momento del ingreso
y la evolucion clinica, es decir, en aquellos pacientes que han evolucionado mas
lentamente o que han fallecido las concentraciones de antigeno se han
mantenido elevadas no evidenciandose un descenso significativo en la
concentracion, como sucede en los pacientes que resuelven la neumonia

completamente.

Por otro lado, se han realizado algunos estudios sobre la concentracion de
marcadores de inflamacion en suero en pacientes con legionelosis como
marcadores pronosticos. En el caso de la neumonia por Legionella se
encuentran elevados en suero los marcadores que son inducidos por el IFN-y
(115), tales como la neopterina (116). Otros marcadores ya clasicos de
infeccidon bacteriana, como la proteina C reactiva o la procalcitonina (PCT), se
encuentran menos elevados en la neumonia por Legionella con respecto a otras
etiologias como la neumocdécica (116). Sin embargo, se ha visto que los niveles
de PCT tienen valor pronoéstico, siendo mas elevados en pacientes con
neumonia por Legionella con criterios de severidad y evolucién desfavorable
(118) (119) (172).

Una limitacién importante de nuestro estudio es que el nimero de pacientes
incluidos, y el nUmero de pacientes con mayor gravedad, con complicaciones
severas (ingreso en UCI) y que fallecen es reducido, limitando por lo tanto la
potencia estadistica de los resultados, y en nuestra opinién impidiendo en

algunos casos alcanzar significacion estadistica.

En conclusion, hemos encontrado que hay mayor concentracion de antigeno en
los pacientes con peor evolucion. La cuantificacién del antigeno de Legionella
en orina en el momento del ingreso y la posterior monitorizaciéon podrian ser
Gtiles para identificar pacientes con un mayor riesgo de muerte y por lo tanto

ser una herramienta complementaria a las escalas clinicas prondsticas actuales.
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Estudiar la aplicabilidad de las técnicas inmunoldgicas de deteccion de antigeno

para determinar la presencia de Legionella en muestras ambientales (Articulo 5).

Los brotes de legionelosis estan vinculados a torres de refrigeracion y otros
sistemas acuaticos. El control de la colonizacion por Legionella de las torres de
refrigeracion y otros sistemas generadores de aerosoles puede reducir los brotes
comunitarios de legionelosis (85). Ademas, el control del sistema de agua
caliente en los hospitales es crucial para prevenir la legionelosis en pacientes con
riesgo. A pesar de los avances producidos en la formulaciéon de los medios de
cultivo y las técnicas de pretratamiento, el aislamiento de legionelas en las
muestras de agua es bajo, requiere mucho tiempo de procesamiento y los
cultivos se prolongan durante varios dias. Ademas, el sobrecrecimiento de otras
bacterias en estas muestras y la presencia de Legionella viables pero no

cultivables son factores que no estan todavia totalmente resueltos.

Las técnicas de deteccidon de antigeno en orina han demostrado ser en muchos
estudios, técnicas rapidas, sensibles y especificas en el diagnostico de la

neumonia por Legionella.

En este apartado de la Tesis hemos evaluado la utilidad de un EIA (EIA de
Bartels) desarrollado para la deteccion de antigeno de Legionella en muestras de

orina, para detectar antigeno en muestras ambientales.

Se estudiaron muestras de 2 procedencias: muestras de agua artificiales en las
que se inoculé Legionella hasta una concentracion de 10%-10° ufc/ml (cepas
ATCC: L. pneumohila serogrupo 1 al serogrupo 14, L. bozemanii, L. longbeachae
y 9 cepas salvajes de L. pneumohila serogrupo 1); y, por otro lado, 68 muestras
de agua reales (13 procedentes de sistemas de agua doméstica y 55 de torres

de refrigeracion).

Un litro de todas las aguas incluidas en el estudio fueron filtradas a través de
membranas Millipore con poros de 0.2 um. Cada filtro fue posteriormente
introducido en un tubo que contenia 1 ml de agua destilada. Todas las muestras
fueron sonicadas durante 2 minutos para intentar aumentar la sensibilidad de la

técnica.
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En nuestro estudio, en las muestras de agua artificial el EIA de Bartels fue capaz
de detectar antigeno de todos los serogrupos, aunque mostr6 una mayor
sensibilidad para L. pneumophila serogrupo 1 (Tabla 9). El EIA no fue capaz de
detectar antigeno de L. bozemanii'y L. longbeachae. El limite de deteccién en
agua artificial para el serogrupo 1 fue de 780 ufc/ml en el agua original antes de
la filtracion. La sonicacion de las muestras de agua no aument6 la sensibilidad

de la técnica.

Tabla 9. Resultados del EIA de Bartels en muestras de agua artificial con cepas de Legionella.

I::?:;? Muestra filtrada Muessl(:)r:i(f::l!:iraada
Legionell. .

cepas teglonela bagta;rgi:na Ratio EIA carg(au'f’:/c;‘:;'a“a Ratio EIA

(ufc/ml)
L.pneumophila s.1 5x 10° Overflow 3.8x10° Overflow
L.pneumophila s.2 1x10° 12 3.7 x 10° 12
L.pneumophila s.3 2x10* 4.7 2.5x 10° 4.9
L.pneumophila s.4 5.3 x 10° 8.5 4.4 x 107 8.9
L.pneumophila s.5 1x10° 8.2 1.6 x 10’ 7.4
L.pneumophila s.6 2x10° 15 1.7 x 107 12
L.pneumophila s.7 1x10° 11 1x 107 9
L.pneumophila s.8 2 x10° 7.5 2x 107 8.5
L.pneumophila s.9 6 x 10* 14.5 2.5 x 10° 5.4
L.pneumophila s.10 1.5 x 10° 4.14 2 x 108 4.14
L.pneumophila s.11 1x10° 9.7 3x10° 9.2
L.pneumophila s.12 3x10° 7.1 2 x 107 7
L.pneumophila s.13 4 x10° 6.8 6x 107 6.8
L.pneumophila s.14 9 x 10° 7.2 8.2 x 10’ 7.7
L.bozemanii 1x10° Negativo 3x 107 Negativo
L.longbeachae 3x10° Negativo 1x 107 Negativo

Otras técnicas inmunoldgicas basadas en técnicas de EIA han sido previamente
evaluadas en la deteccion de antigeno en muestras ambientales. Lick y
Liebscher (173) evaluaron una técnica de deteccion de antigeno de Legionella
(Binax Equate, ME, USA) especialmente disefiada para la deteccion cualitativa de
Legionella en muestras de agua potable. En experimentos /n vitro encontraron
un limite de deteccion de 1000 ufc/ml para L. pneumophila serogrupo 1. Sin
embargo, el test fue incapaz de detectar antigeno del resto de serogrupos. Por

otro lado, Horn et al (24) evaluaron la utilidad del EIA de Biotest para detectar
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Legionella en muestras de agua, siendo capaces de detectar antigeno de todos
los serogrupos y otras especies, con un limite de deteccion para L. pneumophila
serogrupo 1 de 10 ufc/ml. Por el contrario, Helbig y colaboradores (163)
evaluaron el mismo EIA y obtuvieron un limite de deteccién de 1x10* para L.
pneumophila serogrupo 1 Philadelphia y de 6 x 10° para L. pneumophila
serogrupo 1 OLDA.

Como alternativa a los métodos inmunolégicos, han sido desarrolladas técnicas
de PCR para la deteccion de Legionella en muestras de agua. Levi y
colaboradores (40) evaluaron 120 muestras de agua utilizando una PCR en
tiempo real para detectar L. pneumophila y obtuvieron un limite de deteccion
equivalente a 800 ufc/ml. Utilizando el EIA de Bartels hemos obtenido un limite
de deteccion similar y que no requiere de un equipamiento tan costoso ni tan

especializado.

Si analizamos los resultados de las muestras de agua de abastecimiento, el EIA
de Bartels fue positivo en 8 muestras de agua procedentes de torres de
refrigeracion, en 7 de las cuales el cultivo fue negativo. Estos deberian ser
considerados como falsos positivos. Sin embargo, debido a la contaminacién de
los cultivos con otras bacterias, no podemos descartar la posibilidad de que estas
7 muestras fueran realmente positivas y que el sobrecrecimiento bacteriano
impidiera su aislamiento. En la Unica muestra con cultivo positivo la
concentracion de L. pneumophila fue de 220 ufc/ml, menor que el limite de
deteccion estimado empleando muestras artificiales. Resultados como estos, ya
fueron descritos previamente por otros autores (173). Un resultado positivo por
EIA cuando la concentracion de Legionella esta por debajo del limite de
deteccion del test puede ser debido a la presencia de Legionella no-viables y/o a
la presencia de antigeno libre (174). Estos hallazgos pueden sugerir que se
produzca una acumulacion del antigeno en las torres de refrigeracion. Otra
posibilidad seria la reaccion cruzada del EIA con otras bacterias, aunque en

estudios previos el EIA de Bartels se ha mostrado muy especifico (169, 170).

De las 27 muestras positivas por cultivo pero negativas por el EIA de Bartels, se

aislé en 13 casos L. pneumophila serogrupo 1 con una concentracién menor a
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100 ufc/ml; en 8 casos L. pneumophila serogrupo 2-14 (7 muestras > 100
ufc/ml) y en 5 casos otras especies de Legionella. Todos los resultados negativos
fueron obtenidos en muestras con concentraciones por debajo del limite de
deteccion (Tabla 9). El limite de deteccion para L. pneumophila serogrupo 2-14
fue menor que para el serogrupo 1. Por lo tanto, su utilidad para analizar

muestras de agua que no contienen serogrupo 1 es limitada.

El limite de deteccion obtenido por la técnica de EIA no parece suficiente para la
vigilancia de los sistemas acuaticos susceptibles de colonizacion de Legionella'y
por lo tanto de ser fuente de infeccidon. Sin embargo, dado que el nivel de
colonizacién del agua que implique un riesgo de legionelosis no ha sido bien
establecido, que los brotes de legionelosis suelen ir vinculados a una
amplificacion de los niveles de Legionella en los sistemas de agua y que durante
un brote son necesarias una rapida identificaciéon y descontaminacion del sistema
de agua colonizado, el EIA de Bartels podria ser Gtil como un método rapido de
cribado para analizar un alto ndmero de muestras. De todas maneras, es
necesario seguir realizando los cultivos de las muestras, debido, por un lado, a la
baja sensibilidad de la técnica y por otro lado a la necesidad de realizar estudios

de epidemiologia molecular.
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Evaluar y optimizar la utilidad de una técnica basada en la secuenciacion del

gen mip para la identificacion de las diferentes especies del género Legionella

(Articulo 6).

La progresiva identificacion de otras especies diferentes de L. pneumophila
como agentes causantes de neumonia hace necesario la busqueda de nuevos
métodos para su identificacion y valorar la importancia de estas infecciones. La
correcta identificacion de especies de Legionella diferentes de L. pneumophila
mediante los métodos fenotipicos clasicos todavia hoy es dificil. Entre estos
métodos estan: la inmunofluorescencia (IF) con anticuerpos policlonales o
monoclonales, aglutinacion en porta o con particulas de latex y ensayos con

anticuerpos género-especificos mediante dot-blot a partir de colonias.

Ademés de los métodos fenotipicos, se han descrito numerosos métodos
genotipicos para la identificacion: andlisis del DNA genémico, como ribotipado y
RAPD (175, 176), analisis de genes especificos (RNAr, mip, rpoB) (90, 177,
178) y analisis de regiones internas de dichos genes (gj. region intergénica de
DNAr) (179).

De entre todas las técnicas existentes, la amplificacion y secuenciacion del gen
mip (macrophage infectivity potentiator) parece ser el método mas adecuado
para la correcta identificacion de las especies del género Legionella. La
secuencia de mip tiene mas posiciones discriminativas que otros genes. El
procedimiento es sencillo, requiriendo una PCR y una sola reaccion de
secuenciacion. El European Working Group for Legionella Infections (EWGLI) ha
desarrollado una base de datos online facil de utilizar y actualizada, que permite
contrastar todas las secuencias para la identificacion de las diferentes cepas de

Legionella a nivel de especie.

El objetivo del estudio fue optimizar la identificacion de cepas de Legionella
mediante la secuenciacién del gen mip. Este trabajo se enmarca en un proyecto
de colaboracion europeo, liderado por el EWGLI, para establecer la utilidad y la
robustez de la secuenciacion del gen mjp para implementarlo como método de
referencia en diferentes laboratorios europeos mediante una aplicacion online

de analisis.
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A partir de cepas de Legionella crecidas en BCYE a 37°C, se realiz6 la
extraccion de DNA mediante lisis térmica y se realizd la reaccion de PCR con
primers especificos para la regién a amplificar obteniéndose productos de 661 a
715 pb.

Para la reaccién de secuenciacion de cada una de las cadenas del producto de
PCR, se utilizé el kit ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems). La secuenciacion se llevd a cabo en el

secuenciador automatico ABI 3100- Avant (Applied Biosystems).

Mediante el andlisis de las secuencias se alinearon las dos cadenas (sense y
antfisense) y se analizaron con el programa SegScape comparandolas con una
secuencia de referencia. La secuencia consenso obtenida fue introducida en la

aplicacién online del EWGLI (http://www.hpa-bioinfotools.org.uk/mip_ID.html).

En total, se estudiaron 10 cepas de Legionella spp., de las cuales se pudo
analizar la secuencia del gen mjp de 8 de ellas (en dos casos no se consiguid
realizar la reaccién de secuenciacion). Al comparar nuestras secuencias con las
secuencias de la base de datos mediante la aplicacion on/ine, en las 8 se obtuvo
una similitud superior al 98%, los resultados para cada una de las cepas se

pueden ver en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados obtenidos para las cepas de Legionella.

N° cepa Resultado Concordancia
1 L. bozemanii 100%
2 L. longbeachae 100%
3 L. jordanis ns
4 L. dumoffii 100%
5 L. bozemanii 100%
6 L. pneumophila 98.7%
7 L. oakridgensis 100%
8 L. jamestowniensis ns
9 L. pneumophila 99.1%
10 L. sainthelensis 100%

ns: no secuenciada
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La identificacion convencional de Legionella a partir del cultivo en BCYE-a se
basa en: a) Tincibn de Gram: Las especies del género Legionella son bacilos
gramnegativos, de coloracion muy pdlida y con algunas formas largas
filamentosas. b) Resiembra en agar sangre y en agar de Legionella selectivo.
Las colonias de Legionella crecen en agar Legionella selectivo, pero no crecen
en agar sangre. ¢) Prueba de la oxidasa, catalasa y hipurato. Legionella es
positiva en el test de la oxidasa y de la catalasa y L. pneumophila hipurato
positiva. d) Inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales
especificos para confirmar que se trata de L. pneumophilay la aglutinacién con
particulas de latex para diferenciar entre L. pneumophila serogrupo 1 y

serogrupo 2-14.

Estas herramientas, Unicamente nos permiten identificar L. pneumophila y
dentro de esta entre serogrupo 1y el resto de serogrupos por aglutinacion con
particulas de latex. La secuenciacion del gen mjp, permite la identificacion de
las diferentes especies de Legionella a partir de cultivo, de una manera sencilla
para un laboratorio con capacidad y equipamiento para realizar técnicas de
biologia molecular, y con accesibilidad para secuenciar. Ademas la extraccion de

DNA para la amplificacién se realiza con una simple lisis térmica.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio fueron comparados con los
obtenidos en los 19 centros (11 paises) colaboradores del EWGLI. Se
obtuvieron resultados vélidos en 12 de los 19 centros. Todos los centros
excepto uno identific6 correctamente todas las cepas analizadas, y este centro
solo fall6 en una de las cepas. Ademas, solo dos centros obtuvieron
porcentajes de similitud por debajo del 98% para alguna de las cepas

analizadas.

Las plataformas de secuenciacion utilizadas por los diferentes laboratorios
fueron: Plataformas ABI, CEQ8000 Genetic Analysis System o MegaBACE DNA
Sequencing Platform. La utilizaciéon de una u otra plataforma de secuenciacion

no influyo en la calidad de las secuencias obtenidas.

Durante los ultimos afios, ha aumentado el uso de la secuenciacién en

diferentes ambitos de la Microbiologia, por este motivo es importante la
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monitorizacién de estas técnicas mediante un programa externo de evaluacion
de la calidad, como el EQA (External Quality Assesment) llevado a cabo por el
EWGLI. Los resultados obtenidos por los diferentes laboratorios muestran que
la identificacion de Legionella spp. mediante la secuenciacion del gen mip es
una técnica sélida, y que la mayoria de los laboratorios son capaces de
reproducir y de dar un resultado correcto. El estudio, sin embargo, también ha
demostrado que en laboratorios no habituados a la realizaciéon de este tipo de
técnicas es necesario realizar una formacién adecuada por personal

especializado para poder obtener resultados fiables.

Ratcliff y colaboradores (90) demostraron que no habfa evidencias de
recombinacién genética en las secuencias entre especies. Sin embargo, se ha
descrito que algunas especies como L. geestiana no producen el amplicon
deseado y no es posible secuenciarla con esta técnica. Por eso en algunos
casos sera recomendable confirmar los resultados con la secuenciacion de otros
genes (dnaj, 235-5S ribosomal intergenic spacer region) (179, 180) o incluso se
ha publicado recientemente la utilizacion de secuenciacién del gen mijp y
deteccibn mediante arrays con 30 sondas oligonucleétidas (181). Para la
amplificacién de L. geestiana, se han descrito unos primers adicionales que
permiten amplificar el gen mip de L. geestiana (5-GTNACNGTNGANTANACNGG
junto con Legmip_r) (182), o también mediante el andlisis de otros genes como
rpoB o rmpB (178, 183).

Actualmente, la homologia de la secuencia de una cepa de Legionella de
especie desconocida con las especies de Legionella incluidas en la base de
datos obtendria unos porcentajes de similitud entre el 98-100%. Si observamos
los resultados obtenidos para las cepas salvajes analizadas vemos que aunque
estas secuencias estén incluidas en la base de datos, la mayoria de los
laboratorios obtiene resultados >98% y no del 100%. Esto podria ser debido a
que el archivo de texto de las secuencias contiene errores o ambigiedades,
debido sobretodo a que no se analizan o se analizan parcialmente. Para ayudar
en este aspecto se ha implementado una herramienta de analisis de la calidad
de la secuencia (algoritmo phred). La secuencia se puede cargar online y la

herramienta nos proporciona automaticamente la calidad de la secuencia. Esta
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herramienta hace que los resultados sean menos subjetivos, aunque es

necesaria una secuencia de como minimo 300 nucleétidos.

La identificacién genotipica de Legionella spp. es una herramienta necesaria en
los laboratorios de referencia. Disponer de protocolos estandarizados, librerias
para la identificacion y herramientas on/ine supone una gran ayuda.
Actualmente, el grupo esta trabajando para la mejoria de la técnica tanto en la
metodologia como en el andlisis de las secuencias y también se esta estudiando
la posibilidad de afiadir mas genes (16S RNAr, rpoB, rpB, gro£l) en el sistema

de identificacion.
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Optimizacion y evaluacion de la utilidad de una técnica basada en la

secuenciacion de genes especificos para el estudio molecular de la clonalidad

de distintas cepas de L. pneumophila (Articulo 7).

Las cepas de L. pneumophila aisladas de muestras clinicas y ambientales en el
transcurso de un brote, han de ser analizadas molecularmente para identificar
la fuente de infeccion y establecer la asociacion epidemiolégica. En los Gltimos
afios, tal y como hemos comentado en la Introduccién de la Tesis, han
aparecido numerosas técnicas de caracterizacion molecular de cepas de

Legionella con capacidades discriminatorias diferentes.

El método que mas se ha utilizado para la discriminacion de subtipos de L.
pneumohila estd basado en el uso de anticuerpos monoclonales. EL CDC utiliza
para la discriminacion de subtipos de L. pneumophila un panel de anticuerpos
monoclonales que fueron sugeridos como un estdndar internacional. Este
método resulta rapido para subdividir cepas del serogrupo 1, sin embargo no
resulta suficientemente discriminatorio, por lo que es necesario utilizar un
segundo método de subtipificacion. Ademas estos reactivos no son facilmente
accesibles para los laboratorios y no existen sueros para la subtipificacion de
serogrupos de L. pneumophila diferentes al 1. Para evitar estos inconvenientes
se han desarrollado métodos alternativos basados en caracteres genotipicos,
cuya principal ventaja se basa en la relativa estabilidad de genotipo bacteriano
frente al fenotipo, entre las cuales se encontraria la electroforesis en campo

pulsado (PFGE) y la AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism).

Actualmente, la necesidad de disponer de métodos de caracterizacion molecular
que ofrezcan resultados rapidos y reproducibles, con la posibilidad de ser
compartidos por diferentes laboratorios, ha llevado al desarrollo de métodos de
secuenciacion de genes basados en técnicas de MLST (Multilocus sequence
typing). Una variante de esta técnica es el SBT (Sequence base typing) en la
que se emplean tanto genes fousekeeping como genes de virulencia, y que ha

sido empleada para la tipificacion molecular de L. pneumophila serogrupo 1.

El objetivo de este trabajo fue determinar la utilidad de una técnica de

secuenciacion de 6 genes para la tipificacion de cepas de L. pneumophila. Este
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proyecto también se enmarca en un proyecto de colaboracién europeo

organizado por EWGLI.

Se estudiaron 20 aislados clinicos y ambientales de L. pneumophila serogrupo 1
(previamente estudiados por AFLP). A todos los aislados se les realizd la
secuenciacion de 6 genes flaA, pilE, asd, mip, mompSy proA. Se utilizaron los
primers que se muestran en la tabla 11, los mismos para la amplificacién y para
la secuenciacién, excepto para el gen mompS, en el cual se utilizé un primer de

secuenciacion diferente.

Tabla 11. Primers utilizados en el MLST.

Primer Posiciones Primer (5'-3")
flaA-587F 568-587 GCG TAT TGC TCA AAATAC TG
flaA 55 °C
flaA-960R 981-960 CCA TTA ATC GTT AAG TTG TAG G
; pilE-35F 12-35 CAC AAT CGG ATG GAA CAC AAA CTA
PilE ) 55 °C
pilE-453R 471-453 GCT GGC GCA CTC GGT ATC T
J asd-511F 487-511 CCC TAATTG CTC TAC CAT TCA GAT G 55 oC
asi °
asd-1039R 1062-1039 CGA ATG TTA TCT GCG ACT ATC CAC
B Mip-74F 58-74 GCT GCA ACC GAT GCC AC
mip ) 55 °C
mip-595R 616-595 CAT ATG CAA GAC CTG AGG GAA C
mompS-450F 430-450 TTG ACC ATG AGT GGG ATT GG
mompS Momp-1126R 1140-1126 TGG ATA AAT TAT CCAGCC GGACTT C 55 °C
mompS-1015R 1032-1015 CAG AAG CTG CGA AAT CAG
proA-1107F 1090-1107 GAT CGC CAA TGC AAT TAG
PproA 55 °C
proA-1553R 1570-1553 ACC ATA ACA TCA AAA GCC

Tm: Temperatura de meelting

Como paso previo a la reaccién de secuenciacion, se realizd la comprobacion
del producto de PCR (Tabla 12). Para la reaccién de secuenciacion de cada una
de las cadenas del producto de PCR, se utiliz6 el kit ABI Prism® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) y la
secuenciacion, se llevd a cabo en el secuenciador automatico ABI 3100- Avant

(Applied Biosystems).
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Tabla 12. Regiones utilizadas para el MLST de L. pneumophila.

Producto Region usada para asignar alelo GenBank
PCR (pb) nt posiciones
flaA 394 182 653-749 X83232
PIE 459 333 103-435 AF048690
Asd 575 473 538-1010 AF034213
Mip 558 402 117-518 AJ496265
mompS 710 352 523-1010 AF078136
ProA 480 405 1134-1230 M31884

Los archivos de las secuencias forward y reverse de los 6 genes diana se
sometieron a la herramienta online Sequence Quality Tool desde la pagina web
del EWGLI (www.ewgli.org). Esta herramienta alinea las dos cadenas,
encuentra el principio y el final en la secuencia de las posiciones de referencia,
recorta la secuencia utilizando estas posiciones y finalmente las compara con
las secuencias de la base de datos SBT. La aplicacion identifica un perfil alélico
y una secuencia tipo (ST). Secuencias con <100% de similitud se identifican
con -1, indicando también las posiciones donde hay diferencias. Las secuencias
con baja calidad se deben repetir o analizar més exhaustivamente con un
Software de andlisis de DNA, como por ejemplo el SegScape (Applied
Biosystems). Las secuencias obtenidas se introducen en un formulario online

que nos dara el nimero de alelo que corresponde a cada secuencia (figura 15).

Sequence Entry Form

TCARACCARACCATCAATTT &

CAGTATCGGCAGCACALRAG. 3 ResetflaA sequence
CTTCTTCTCTTGGTGGTATT =

LTGCTCAGTCATGTACATTT &

TATGAAGAATAGCCGTATGA: 4 ResetpilE sequence
LACAATCCGCGTTTACCCTS |

CGCTGTTGGTATTAGTCGTA &

TTRATGTGGCGACTTACCAG. 1 Resetasd seguence
TCTGTTTCCGOGACTGGCRE |

TGCCOATTTGGGGAMGARTT &

TTAAAAATCAAGGCATAGAT 1 Resetmip saquence
GTTAATCCGGAGCARTGEE =

LCGACAGTGATCACTGGTTT &

GATTTTGCTAACTGGCACAL, 14 Reset mompS sequence |

CTACAACAACAAGTGGGATGﬂ

TATGAALACGCCTACTGGGE &
CGGCAMACAAATGRCCTTTS. 9 Reset proA sequence
GTGATGGTGACACCATGATGﬂ

Please enter your Strain Designation here

Resetform | display results |

Figura 15. Formulario de entrada de secuencias
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El perfil alélico obtenido para cada una de las cepas (tabla 13) permite
comparar facilmente las cepas de Legionella aislada de los pacientes y las cepas
aisladas en las posibles fuentes de infeccion ambientales. Ademés, nos permite

comparar los resultados con otros laboratorios de una manera objetiva.

Tabla 13. Perfiles alélicos obtenidos con las cepas estudiadas

Id cepa Serogrupo Origen Perfil alélico
12 1 Ambiental 6,10,15,28,9,14
13 6 Clinico 3,13,1,28,14,9
14 8 Clinico 3,10,1,28,14,10%
15 8 Ambiental 3,10,1,28,14",9
16 10 Clinico 2,10,3,28,9,4
17 1 Ambiental 48431,1,1
18 1 Clinico 5,2,22,27,6,9°
19 1 Clinico 5,2,22,27,6,10
20 1 Clinico 4,8,11,10,10,12
21 1 Clinico 4,7,11,3,11,12
22 1 Clinico 5,1,22,30,6,10
23 1 Clinico 3,4,1,1,14,9
24 1 Clinico 3,4,1,1,14,9.
25 1 Clinico 5,1,22,10,6,10
26 1 Clinico 5,10,22,15,6,2
27 1 Clinico 4,1,3,9,1,14,11
28 1 Clinico 4,1,1,3,9,14,1
29 1 Clinico 10,22,15,5,2,6,6
30 1 Clinico NA,22,15,5,2,6
31 1 Clinico NA,3,18,1,15,10

NA No alineado; 8 Tipo incorrecto; * Tipo correcto pero con mismatches

El andlisis de los resultados mostr6 que obtuvimos un porcentaje de acierto en
el perfil alélico del 90% (81 alelos de 90). Los alelos mal identificados estan
sefialados en la tabla 13. Los resultados de concordancia obtenidos se
consideraron aceptables. También hay que valorar que el andlisis de las 20
cepas se realizd en tres fases con 1 afio de diferencia. En una primera fase se
analizaron 10 cepas y obtuvimos un porcentaje de concordancia del 93%
(56/60), en la segunda fase se analizaron 5 cepas y con una concordancia del

100% y en la Ultima fase otras 5 cepas mas con una concordancia del 100%.

El porcentaje total de resultados con el 100% de concordancia, teniendo en
cuenta todos los centros que enviaron resultados véalidos fue: para la primera
distribucion del 56% (9 de 16 centros) y del 76% (19 de 25 centros) para la
segunda distribucion. La mayoria de los participantes utilizaron plataformas ABI
para la secuenciacion. Sin embargo, no hubo diferencias aparentes en la calidad

de las secuencias obtenidas con otras plataformas.
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Con los resultados obtenidos en el estudio, hemos podido observar que para
realizar estas técnicas de secuenciacion es necesario que el laboratorio sea
capaz de obtener unas secuencias de alta calidad para poder obtener unos
resultados comparables. Por este motivo, el EWGLI ha visto necesario
establecer un £QA para controlar la calidad en el tipaje de L. pneumophila por

secuenciacion.

En la primera distribucién, no se utilizd la herramienta onl/ine para analizar la
calidad de las secuencias (SQT, Sequence Quality Tool), directamente se
comparaba la secuencia con las de la base de datos. Posteriormente, se
pudieron analizar los archivos de las secuencias que no concordaban con lo
esperado y se vio que en muchas de ellas habia errores. Sin embargo, los
resultados preliminares obtenidos en esta primera fase ya demostraron que la
SBT era una excelente técnica en laboratorios con experiencia en esta
tecnologia, pero que en laboratorios con poca experiencia solia haber

problemas con la calidad del DNA secuenciado y con el posterior analisis.

En la segunda distribucion, se mejoraron los resultados al realizarse mediante
una herramienta onfline SQT, el analisis de la calidad de la secuencia obtenida.
Si la calidad era 6ptima podiamos comparar nuestra secuencia con las de la

base de datos. En caso contrario, lo recomendado era repetir la secuencia.

La secuenciacion basada en los 6 genes descritos ha permitido distinguir con un
alto nivel de discriminacion las cepas epidemiolégicamente relacionadas de las
no relacionadas. Es una técnica rapida y reproducible para tipaje de L.

pneumophila, que ademas permite compartir resultados con otros laboratorios.
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4. CONCLUSIONES
Estudio de la utilidad de nuevas técnicas de enzimoinmunoensayo y de

inmunocromatografia para la deteccion de antigeno de L. pneumophila

serogrupo 1 en muestras de orina en el diagnéstico de la legionelosis

(Articulos 1y 2)

» EIA de Bartels es una técnica sensible y especifica para el diagnéstico de la

legionelosis.

* En nuestra experiencia, este EIA es Util para el diagndstico rapido de la
neumonia por Legionella, ofreciendo una alternativa al EIA Binax cuando se

realiza en ONC.

* La nueva técnica inmunocromatografica (Uni-Gold LUA), es una alternativa
en el diagnostico de la legionelosis, reduciendo el tiempo en la obtencion de
los resultados si lo comparamos con las técnicas de EIA y con unos
resultados comparables a la ICT de Binax, especialmente la segunda versién
Uni-Gold LUA plus.

Evaluacion y optimizacion de una nueva técnica de concentracion por

ultrafiltracion selectiva de antigeno de Legionella mediante centrifugacion

(Articulo 3).

* La concentracién por ultrafiltracion selectiva por centrifugacién es un método
rapido y fiable para la concentracion de antigeno de Legionella en muestras

de orina sin disminucion de la sensibilidad ni la especificidad.

» Este sistema permite reducir el tiempo en el diagnéstico de legionelosis

mediante deteccion de antigeno.
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Determinar la concentracion de antigeno de Legionella presente en la orina de

los pacientes en el momento del diagndstico y durante el tratamiento. Estudio

de su valor pronoéstico (Articulo 4).

» La cuantificacién del antigeno de Legionella en orina en el momento del

ingreso es Util para identificar pacientes con un mayor riesgo de muerte.

» Los resultados obtenidos muestran una asociacion entre la cinética de la
concentracion de antigeno desde el momento del ingreso y la evolucién
clinica, es decir, en aquellos pacientes que han evolucionado mas lentamente
0 que han fallecido las concentraciones de antigeno se han mantenido

elevadas.

Estudiar la aplicabilidad de las técnicas inmunoldgicas de deteccién de antigeno

para determinar la presencia de Legionella en muestras ambientales (Articulo 5)

* La técnica EIA de Bartels para la deteccion de antigeno de Legionella en
muestras de orina presenta un limite de deteccion insuficiente para su
aplicacion en muestras ambientales. Ademés Unicamente detecta antigeno

de L. pneumophila.

*» Sin embargo, dado que en situacién de brote epidémico de legionelosis estos
suelen ir vinculados a un aumento de los niveles de Legionella en los
sistemas de agua, estas técnicas de deteccion de antigeno pueden ser de
utilidad como método de cribado rapido, permitiendo analizar un elevado

nimero de muestras simultaneamente.
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Evaluar y optimizar la utilidad de una técnica basada en la secuenciacion del

gen mip para la identificacion de las diferentes especies del género Legionella

(Articulo 6).

» La identificacion de Legionella spp. mediante la secuenciacion del gen mip es
una técnica solida, y que la mayoria de los laboratorios son capaces de

reproducir y de dar un resultado correcto.

» La identificacion genotipica de Legionella spp. es una herramienta necesaria

en los laboratorios de referencia.

* Disponer de protocolos estandarizados, librerias para la identificacién y
herramientas on/ine suponen una gran ayuda para la identificacién de las

diferentes especies de Legionella.

Optimizacién y evaluacién de la utilidad de una técnica basada en la

secuenciacion de genes especificos para el estudio molecular de la clonalidad

de distintas cepas de L. pneumophila (Articulo 7).

» La secuenciacidon basada en los 6 genes descritos (flad, pilE, asd, mip,
mompsS, proA) ha permitido distinguir con un alto nivel de discriminacién las

cepas epidemiolégicamente relacionadas de las no relacionadas.

» Es una técnica rapida y reproducible para tipaje de L. pneumophila, que
ademas permite comparar de forma objetiva resultados entre diferentes

laboratorios.
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Abstract

Given that the rate of mortality by Legionella pneumonia increases in incorrectly treated patients, rapid diagnosis and early antibiotic treatment
are needed. We have assessed the performance of a new enzyme immunoassay (EIA) test (Bartels Inc. Trinity Biotech Company, Wicklow,
Ireland) to detect Legionella pneumophila antigen in urine comparing it to Binax EIA (Binax, Portland, Maine). We also evaluated the capability
of both EIAs to detect extracted soluble antigens of Legionella strains. Using nonconcentrated urine samples (NCU) the sensitivity of Bartels EIA
was 74.1% (66/89) and the sensitivity of Binax EIA was 51.7% (46/89). The sensitivity of both EIA tests were 91.5% (54/59) using concentrated
urine samples (CU). Speci city of both EIA tests was 100% in NCU and CU. Bartels EIA was able to detect all serogroup L. pneumophila antigens,
achieving a higher sensitivity in the case of L. pneumophila serogroup 1 soluble antigen. The new EIA was found to be a useful test for the rapid
diagnosis of Legionella pneumonia, being a better alternative to the Binax EIA if NCU is used. ' 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Pneumonia still remains one of the most common type of
infection managed by healthcare providers, and it is caused by
a wide variety of microorganisms. Consequently, different
antibiotic regimens are required, and in order to choose an
optimal treatment, a correct etiologic diagnosis is necessary.
Although Legionella pneumophila ranks among the most com-
mon microbial pathogens involved, diagnosis of Legionella
pneumonia can be dif cult (Edelstein, 1993). Clinical mani-
festations, and radiographic features are nonspeci ¢, and con-
ventional laboratory tests present known drawbacks (Edelstein,
1987). Given that the rate of mortality by Legionella pneumo-
nia increases signi cantly in incorrectly treated patients, par-
ticularly in immunocompromised patients, rapid diagnosis and
early antibiotic treatment are needed (Stout & Yu, 1997). The
usefulness of urinary antigen detection providing diagnosis of
Legionnaires disease has been well documented (Edelstein,
1993; Stout & Yu, 1997). In addition, the use of concentrated
urine (CU) improves the sensitivity signi cantly (Dominguez

* Corresponding author. Tel.: +1-34-93-497-88-94; fax: +1-34-93-
497-88-95.
E-mail address: jadoming@ns.hugtip.scs.cs (J. A. Dominguez).

et al., 1996). Legionella urinary antigen test has been included
into the panel recommended in guidelines for the community-
acquired pneumonia management recommended by several
societies (Bartlett et al., 2000; Mandell et al., 2000). Neverthe-
less, although L. pneumophila serogroup 1 is the dominant
cause of Legionellosis in most areas, pneumonia due to other
Legionella species has been reported, affecting the usefulness
of these tests (Waterer et al., 2001). Therefore, a negative
urinary antigen does not exclude a Legionella infection. The
clear bene t provided by Legionella urinary antigen detection
in the patient management justify the study of new urinary
diagnostic tests. We have assessed the performance of a new
enzyme immunoassay test to detect L. pneumophila antigen in
urine (Bartels EIA Legionella Urinary Antigen. Bartels Inc., A
Trinity Biotech Company, Wicklow, Ireland).

2. Materials and methods
2.1. Patients and samples
First, we studied 42 urine samples from 42 patients with

pneumonia caused by L. pneumophila. Legionnaires dis-
ease was diagnosed by isolating L. pneumophila from re-

0732-8893/01/$  see front matter ' 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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spiratory specimens in 12 patients, by seroconversion in 27
patients, and by culture plus seroconversion in 3 patients.
Isolation of L. pneumophila was done on selective BCYE-«
medium, and identi cation was based on the usual criteria.
Detection of speci ¢ antibodies was carried out by indirect
immuno uorescence (Edelstein, 1997) for at least two se-
rum samples, one obtained during the initial phase of dis-
ease and one obtained during convalescence (3 to 9 weeks);
the criterion for seroconversion was a fourfold increase in
antibody titer.

The second group consisted of 47 urine samples from 47
patients with legionnaires disease. Patients were diagnosed
by detection of soluble antigen from L. pneumophila sero-
group 1 in CU by Binax EIA (Legionella Urinary Antigen
EIA, Binax, Portland, Maine) although without either a
positive culture or seroconversion.

The third group included 49 urine samples from 49
patients with pneumonia of other etiologies (21 Streptococ-
cus pneumoniae, 6 Chlamydia pneumoniae, 11 Mycoplasma
pneumoniae, 4 Coxiella burnetii, and 7 Haemophilus in u-
enzae). Etiologic diagnosis was achieved by the following
methods: standard laboratory methods were used for culture
and identi cation of isolates of S. pneumoniae and H. in-

uenzae from blood, sputum and uncontaminated lower
respiratory tract secretions, as well as detection of pneumo-
coccal urinary antigen by counterimmunoelectrophoresis.
Two serum samples obtained in acute phase and at 3 9
weeks were tested for detection of antibodies against C.
pneumoniae by microimmuno uorescence, against M.
pneumoniae by gelatin particle agglutination test and
against C. burnetii by immuno uorescence test.

The fourth group consisted of 73 urine samples from 73
patients with neither clinical nor radiologic signs of pneu-
monia, 44 of whom had bacteremia from a non respiratory
focus (1 Bacteroides fragilis, 3 Candida albicans, 2
Citrobacter freundii, 2 Enterobacter cloacae, 8 Escherichia
coli, 2 Enterococcus faecalis, 2 Klebsiella oxytoca, 2 Kleb-
siella pneumoniae, 1 Listeria monocytogenes, 1 Morganella
morgani, 7 Psedomonas aeruginosa, 3 Streptococcus mitis,
1 Streptococcus agalactiae, 1 Streptococcus anginosus, 4
Staphylococcus aureus, 1 Salmonella enteritidis, 1 Serratia
marcescens, 1 Streptococcus sanguis, and 1 streptococcus
oral group), and 29 of whom had urinary tract infections (7
E. coli, 3 Proteus mirabilis, 2 Klebsiella sp, 2 C. freundii, 2
Enterobacter aerogenes, 1 Staphylococcus saprophyticus, 2
P. aeruginosa, 1 E. faecalis, 2 M. morganii, 1 C. albicans,
1 S. agalactiae, 1 mixed infection P. mirabilis and E. coli,
1 E. coli and C. freundii, 1 E. coli and E. faecalis, 1 E. coli
and C. albicans, and 1 E. coli and S. agalactiae). The urine
specimens of the patients with urinary tract infections
yielded between 50,000 to > 10° bacteria or fungi/ml.

The samples were boiled for 5 min and centrifuged at
1,000g for 15 min to prevent nonspecic reactions. The
antigen present in urine was concentrated 25-fold by selec-
tive ultra Itration (Uril-10 Concentrator. Millipore Corpo-
ration, Bedford). This sample treatment protocol is not con-

sidered in the manufacturer procedures. Samples were
tested by Binax EIA immediately and then frozen to
—70 C. Samples were tested by Bartels EIA after being
stored from 1 to 18 months.

2.2. Soluble antigen preparation

Soluble antigens of Legionella ATCC strains (L. pneu-
mophila serogroups 1 through 14, Legionella bozemanii,
and Legionella longbeachae) were prepared as follows.
Each Legionella strain was grown on BCYE-« agar at 35 C
for 48 h in 3% CO, and harvested in 3 mL of 0.05M
phospate-buffered saline (PBS; pH 7.4). The cell suspen-
sions were boiled for 5 min and the supernatants were
collected. Soluble antigen suspensions were tested in trip-
licate.

2.3. Bartels ELISA Legionella urinary antigen

The Bartels assay is a direct sandwich test that uses
polyclonal rabbit antibodies which react with L. pneumo-
phila serogroup 1 antigen as the capture and detection
antibody. Results were read using a microplate reader, al-
though a visual interpretation was possible. Samples were
considered positive when ratios were higher than 4 (the
absorbance value was 4 times the absorbance value of the
negative control). The test was performed following the
manufacturer s instructions.

2.4. Binax EIA Legionella urinary antigen

The Binax test is a direct sandwich assay that uses
polyclonal rabbit immunoglobulin G specic for L. pneu-
mophila serogroup 1 as the capture and detection antibody.
The test was performed following the manufacturer s in-
structions. Samples were considered positive when the ab-
sorbance units were triple than those recorded for the neg-
ative control.

2.5. Statistical analysis

Data were studied by the SPSS statistics program. Re-
sults from nonconcentrated urine (NCU) samples using both
EIA tests, and results from concentrated and NCU samples
using both EIA tests were compared by means of the two-
related samples test by Wilcoxon test.

3. Results

3.1. Detection of Legionella antigens in patient urines
Using Bartels EIA, soluble antigen was detected in 34/42

(80.9%) NCU from Group 1 patients, and in 32/47 (68.1%)

NCU from Group 2 patients. Using Binax EIA, soluble
antigen was detected in 27/42 (64.3%) and in 19/47 (40.4%)
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Table 1
Bartels EIA and Binax EIA results with nonconcentrated urine samples
from patients diagnosed of legionnaires disease (group 1 and 2)

Table 3
Limit detection of Bartels EIA and Binax EIA to detect soluble
Legionella antigen

Test Sensitivity (n of positive/total n )

Group 1 Group 2
Total  Positive culture Seroconversion Culture +
serology
Bartels 80.9 100 70.4 100 68.1
EIA (34/42) (12/12) (19/27) (3/3) (32/47)
Binax 64.3 833 55.5 66.6 40.4
EIA (27/42) (10/12) (15/27) (2/3) (19/47)

NCU samples from groups 1 and 2, respectively (Table 1).
The overall sensitivity of Bartels EIA was 74.1% (66/89)
and the overall sensitivity of Binax EIA was 51.7% (46/89).

NCU from patients with no clinical symptoms or signs of
pneumonia or with pneumonia of other etiologies were all
negative. Speci city for both EIA tests was 100% in NCU.

In order to assess whether the concentration of antigen
present in urine samples improves yield, we concentrated 18
urine samples from Group 1, 41 from Group 2, 45 from
Group 3 and 62 from Group 4. The sensitivities for these
NCU samples in Group 1 and 2 were 66.7% (12/18) and
68.3% (28/41) by Bartels EIA, and 55.5% (10/18) and 39%
(16/41) by Binax EIA, respectively, while the sensitivities
for CU samples in Group 1 and 2 were 72.2% (13/18) and
100% (41/41) by Bartels EIA and Binax EIA, respectively
(Table 2). Using concentrated samples the speci city for
both EIA tests was 100%.

The ratios of samples from patients with diagnosis of
legionellosis (Group 1 and 2) obtained by Bartels EIA in
NCU (median: 11.250; 5 95 percentiles: 0.805 61.330)
and CU (median: 42.00; 5 95 percentiles: 1.100 62.900)
were signi cantly higher (p < 0.0001) than the ratios ob-
tained by Binax EIA in NCU (median: 2.575; 5 95 percen-

Table 2

Bartels EIA and Binax EIA sensitivities with nonconcentrated urine
(NCU) and concentrated urine (CU) samples from groups 1 and 2
patients

Test and Sensitivity (n of positive samples/total n )
samples Group 1 Group 2
Total Positive Serconversion
culture
Bartels NCU 66.7 100 62.5 68.3
EIA (12/18) (2/2) (10/16) (28/41)
CuU 722 100 68.7 100
(13/18) (2/2) (11/16) (41/41)
Binax NCU 555 100 50 39
EIA (10/18) (2/2) (8/16) (16/41)
Cu 722 100 68.7 100
(13/18) (212) (11/16) (41/41)

Soluble antigen from: Limit detection (cfu/ml)

Binax EIA Bartels EIA
Legionella pneumophila 1 1.3 X 10° 1.3 x 10*
2 1.3 X 10® 1.3 X 107
3 4% 10 4% 107
4 3% 108 3% 107
5 3.5 X 10® 3.5 X 107
6 3.8 x 10° 3.8 x 107
7 5% 10° 5% 10°
8 9 X 107 9 X 10°
9 8 X 107 8 % 10°
10 7.8 X 10 7.8 X 107
11 1.7 X 10® 1.7 X 107
12 2 X 108 2 X 107
13 72 % 108 7.2 X 107
14 7 X 107 7 X 10°
Legionella bozemanii 2.9 X 10®

Legionella longbeachae

tiles: 0.634 24.055) and CU (median: 11.770; 5 95 percen-
tiles: 1.210 36.450).

Concentrating urine by selective ultra ltration increased
the number of detections of legionellosis, either by Bartels
EIA and Binax EIA, in patients with legionnaires disease.
In addition, the ratios of samples from patients diagnosed of
legionellosis obtained by the Bartels EIA and Binax EIA
were signi cantly higher (p < 0.0001) for CU than for NCU
in both assays. There were signi cant differences between
Bartles EIA and the Binax EIA regarding its capability to
detect L. pneumophila antigen in NCU samples.

3.2. Detection of Legionella-soluble antigens from culture
extracts

The Bartels EIA and Binax EIA were tested for their
capability of detecting soluble antigens of Legionella. Using
the boiled supernatants directly, in the 14 serogroups from
L. pneumophila ATCC strain both tests were positive, in the
L. bozemanii ATCC strains only Binax EIA gave positive
results, and in the L. longbeachae ATCC strain both tests
were negative.

The detection limit of both techniques to detect soluble
L. pneumophila serogroup 1 antigen was determined using
serial dilutions of the boiled supernatants. Based on the
bacterial cell number prior to boil, the detection limit was
determined as 1.3 X 10* cfu/mL using Bartels EIA. Nev-
ertheless, the detection limit using Binax EIA was 1.3 X 10°
cfu/ml.

With respect to the remaining Legionella ATCC strains,
Bartels EIA was more sensitive than Binax EIA in detecting
soluble antigen from L. pneumophila serogroups 2 14 (Ta-
ble 3).
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4. Discussion

Urinary antigen test to detect Legionella antigen has
proven the most powerful method for legionnaires disease
diagnosis. Several authors have con rmed the usefulness of
detecting L. pneumophila antigen in urine, initially using
in-house radioimmunoassay and EIA techniques (Tilton,
1979; Kolher et al., 1981), although these tests were out of
reach for many conventional laboratories. Fortunately, the
adaptation in commercially available EIA tests has allowed
a wide diffusion of these techniques. The rst evaluations
using these kits have found them to be specic, sensitive
and valuable tests in the prompt diagnosis of legionellosis,
providing results in 3 to 4 h (Harrison et al., 1998;
Dominguez et al., 1998; Benson et al., 2000).

Recently, a rapid immunochromatographic membrane
assay (ICT) has been developed to detect L. pneumophila in
urine samples in 15 min, and the results obtained with this
assay are similar to those reported for EIA tests (Dominguez
et al., 1999). The ICT considerably reduces the time needed
to detect antigen, and it is technically less complex and
requires less equipment than the EIA tests, allowing its use
in laboratories without specialized equipment. Nevertheless,
very weak band results should be interpreted cautiously
(Helbig et al., 2001).

Although the sensitivity of these tests increases signi -
cantly when CU by selective ultraltration is used
(Dominguez et al., 1996, 1998, 1999), and urine concentra-
tion is easy to perform and results can be available within
one working day, some laboratories use only NCU consid-
ering urine concentration a time consuming procedure. With
regard to this, in our study, although the urine antigen
concentration by selective ultra Itration increases signi -
cantly the sensitivity of the assays, the sensitivity of Bartels
EIA was signi cantly higher than Binax EIA when NCU
were used. On the other hand, it seems that a long-term
storage of urine leads to a decrease in sensitivity for Binax
EIA (Chang et al., 1996). In our experience, we did not
detect any discrepancy in the results by a possible instability
of the antigen when frozen.

During the last years (Harrison et al., 1998; Benson et al.,
2000) it has been proven that the two previous available
EIA: Binax EIA and Biotest EIA (Biotest AG, Dreieich,
Germany), are capable to detect urinary antigen from Le-
gionella non L. pneumophila serogroup 1. However, overall
sensitivity detecting L. pneumophila serogroup 1 was higher
than when detecting other Legionella. Helbig et al. (2001)
using simulated urine samples prepared from ultrasonicated
L. pneumophila serogroup 1 (strains Philadelphia 1, OLDA
and Bellingham), serogroup 3 and serogroup 6, found that
the ICT test, the Binax EIA and the Biotest EIA were able
to detect antigen, being the lowest limit of detection for
these simulated samples for the L. pneumophila serogroup 1
strain Philadelphia (3 X 10* sonicated bacterias per ml). All
three assays could only recognize L. pneumophila sero-
groups 3 and 6 at concentrations higher than 5 X 10°

sonicated bacteria per ml. In our study, Bartels EIA was
able to detect all serogroups of L. pneumophila tested,
detecting with higher sensitivity soluble antigen from L.
pneumophila serogroup 1. In addition, Bartels EIA was able
to detect a lesser amount of L. pneumophila serogroup 1
ATCC strain antigen than Binax EIA. The different concen-
tration found with respect to the Helbig et al. (2001) study
should be caused by the antigen extraction method.

Although the available tests are able to detect urinary
antigen of all serogroups of L. pneumophila and the other
species, is clear that the best sensitivity is achieved when
detecting L. pneumophila serogroup 1, correlating with the
fact that the usefulness of urinary antigen testing to diag-
nose Legionella infection decreases as the prevalence of
serogroup 1 falls (Waterer et al., 2001). Although is well
known that the antigen detected by these tests is lipopoly-
saccharide (LPS) (Williams et al., 1995), and a common
epitope on the LPS has been recognized (Barthe et al.,
1988), it has been described that non-pneumophila Legio-
nella strains possessed an individual and characteristic LPS
banding pattern (Jurgens & Fehrenbach, 1997). Therefore,
although a cross-reaction between serogroups have been
observed, tests manufactured to detect L. pneumophila se-
rogroup 1 could not reach an identical sensitivity for all
serogroups. Furthermore, the Biotest EIA manufactured to
detect all the serogroups of L. pneumophila as well as
antigens from other L. pneumophila species do not detect
non-pneumophila Legionella strains as ef ciently as L.
pneumophila serogroup 1 (Harrison et al., 1998; Benson et
al., 2000). The reasons remain to be de ned, but an exclu-
sion from passage across the walls of the glomerular cap-
illaries avoiding the excretion in urine of these antigens or
less immunogenic antigens could be the causes. Testing
soluble antigen suspensions from Legionella strains only
provides information about the capability of antigen detec-
tion of the assays. The real concentration of antigen released
and achieved in the urine samples is unknown. In order to
know the real sensitivity of this test in detecting infections
caused by other Legionella than L. pneumophila serogroup
1, a clinical trial using urine samples from patients should
be performed.

Detection of Legionella nucleic acids by polymerase
chain reaction (PCR) is a promising tool for diagnosing
infections due to all Legionella species and serogroups
(Maiwald et al., 1995). Unfortunately, the reagents for these
tests are not standardized and their use is restricted to
reference laboratories. Furthermore, the dif culties in inter-
preting positive PCR results avoid the routine use in clinical
microbiology.

In summary, the new EIA evaluated was a rapid, sensi-
tive and speci ¢ test to diagnose legionnaires disease. In
our experience, the Bartels EIA has been a useful test for the
rapid diagnosis of Legionella pneumonia, being a better
alternative to the Binax EIA if NCU is used.
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The availability of commercial urinary antigen tests
increased the diagnosis of Legionnaires’ disease, and also
decreased mortality, possibly as a result of obtaining an
earlier diagnosis in the course of disease [1]. Detection of
the Legionella pneumophila serogroup 1 soluble antigen in
urine by the enzyme immunoassay (EIA) has proven to be
rapid, sensitive, and specific in the diagnosis of legion-
ellosis [2, 3]. In the last years, rapid immunochromato-
graphic assays (ICT) have been developed to detect L.
pneumophila serogroup 1 in urine. ICT methods are
technically less complex and require less equipment than
the EIA, and this allowed a wide diffusion of Legionella
urinary antigen for conventional laboratories [4, 5]. The
objectives of the present study were to evaluate the
sensitivity and specificity of the new ICT test Uni-Gold
Legionella Urinary Antigen (LUA) test (Trinity Biotech,
Wicklow, Ireland) and to compare the results with those of
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the Binax Now Legionella Urinary Antigen Test (Binax,
Portland, ME).

We evaluated urine samples from three groups of
patients: Group 1 comprised of 80 nonconcentrated
(NCU) and concentrated urine (CU) samples from patients
with pneumonia caused by L. pneumophila. All patients
were diagnosed by the detection of soluble antigen from L.
pneumophila serogroup 1 by the Bartels EIA (Trinity
Biotech, Wicklow, Ireland) [3]. In addition, five patients
were diagnosed by isolating L. pneumophila from respira-
tory specimens, 16 patients by seroconversion, and five
patients by culture plus seroconversion. Group 2 included
38 NCU and 33 CU samples from patients with upper
respiratory tract infections of other etiologies (13 Strepto-
coccus pneumoniae, ten Mycoplasma pneumoniae, seven
Haemophilus influenzae, two Escherichia coli, two Staph-
ylococcus aureus, one Chlamydophila pneumoniae, one
Coxiella burnetii, one Pseudomonas aeruginosa, one
Proteus mirabilis) and 22 NCU and CU samples from
patients with bacteremia from a nonrespiratory focus (6 E.
coli, six S. aureus, two Salmonella sp., two Enterococcus
faecalis, two Streptococcus mitis, one Candida albicans,
one Klebsiella pneumoniae, one Streptococcus viridans
group, and one Propionibacterium sp.). Group 3 consisted
of 50 NCU and 20 CU samples from patients with no
clinical or radiological signs of pneumonia, who had
urinary tract infections (28 with E. coli, eight with
Enterococcus sp., six with Klebsiella sp., two with Enter-
obacter sp., two with C. albicans, two with P. aeruginosa,
one with Proteus mirabilis, and one with S. aureus).

Urine samples were initially boiled for 5 min and then
centrifuged at 1,000g for 15 min to reduce nonspecific
reactions [6]. The concentration was performed by centrif-
ugal ultrafiltration [7]. The centrifugal filter device com-
bines a low-binding ultrafiltration membrane with a vertical
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housing to provide fast sample processing. The membrane
concentrates molecules with molecular weights greater than
10,000 daltons. Water and small molecules penetrate the
ultrafiltration membrane as a consequence of centrifuga-
tion, while Legionella antigen cannot cross the ultrafiltra-
tion membrane and is progressively concentrated. Four ml
of each NCU were centrifuged to 3,000g for 15 min. The
urine sample was concentrated 25-fold by centrifugal
ultrafiltration.

After this sample treatment, not described by the
manufacturers in their product inserts, both tests were
performed. The Uni-Gold LUA methodology is described
briefly: four drops of the patient urine sample were added
to a test tube, followed by one drop of buffer extraction.
The mix was gently agitated, and then the test strip was
inserted into the test tube. The colloidal gold conjugated
rabbit anti-Legionella antibody binds Legionella antigen if
it is present in the urine sample, and the resulting antigen—
antibodies conjugated complexes are captured by immobi-
lized rabbit anti-Legionella antibodies, forming the sample
line. In addition, immobilized goat anti-rabbit IgG captures
excess conjugated antibody, forming the control line. The
reaction was read visually at 15 min. The tests were
interpreted by the presence or absence of visually detectable
lines with a pink to purple color. A positive result includes
the detection of both a patient and a control line, while a
negative assay produces only the control line. The Binax
Now test was performed as previously described [4].

The sensitivity, specificity, and 95% of confidence inter-
vals (CI) were calculated in the usual manner. Agreement
between the two tests was estimated by Cohen’s Kappa
statistic. We used the McNemar test to compare the proportion
ofnegative and positive results among the Uni-Gold LUA and
Binax Now tests. Differences were considered to be signifi-
cant when the p-value was less than 0.05. All analyses were
performed with the SPSS statistical software package for
Windows (SPSS version 15.0, SPSS Inc., Chicago, IL).

By using the Uni-Gold LUA test, soluble antigen was
detected in 51 NCU samples (63.75%; 95% CI=52.2-74.2)
and in 76 CU samples (95%; 95%CI=87.7-98.6) from the
patients of group 1. The Binax Now test detected Legion-
ella in 54 NCU (67.50%; 95%CI=56.1-77.6) and in 78 CU

(97.5%; 95%CI=91.3-99.7) samples. NCU samples from
patients with upper respiratory tract infections of other
etiologies, bacteremia from a nonrespiratory focus, or
patients with urinary tract infections (groups 2 and 3) were
negative for both tests (100% specificity; 95%CI=96.7—
100). After concentration, the specificity was 96% (72/75)
(95%C1=88.8-99.2) for the Uni-Gold LUA test and 100%
(95%CI1=95.2-100) for the Binax Now test. The concor-
dance of both techniques analyzing the three groups of
patients in NCU samples was 98.42% (k=0.961, standard
error [s.e.]: 0.023). For the CU samples, the concordance
was 97.2% (k=0.935, s.e.: 0.028) (Table 1). There were no
significant differences between the Uni-Gold LUA and
Binax results in NCU (»p=0.250) nor in CU (p=0.655)
samples.

Since the introduction of tests for the detection of
soluble antigens in urine specimens, several authors have
confirmed the usefulness of detecting L. pneumophila
serogroup 1 antigen using commercial EIA techniques
[2, 3]. The introduction of the Binax Now test allowed the
detection of L. pneumophila serogroup 1 in urine samples,
reducing the time needed to achieve diagnosis. All of the
previous studies have demonstrated no differences between
EIA tests and the Binax Now test in detecting L. pneumo-
phila serogroup 1 [4, 5].

Recently, other ICT tests have been developed. Diederen
and Peeters [8-10] evaluated some of these new assays,
comparing the results with those obtained by the Binax
Now test. They studied patients diagnosed with Legion-
naires’ disease and patients with respiratory tract infections.
The sensitivity and specificity of the tests using NCU
samples were 82.9% and 99% for the SAS Legionella test
(SA Scientific, USA), and 31.5% and 98.8% for the SD
Bioline Legionella Antigen Test (Standard Diagnostics,
Inc., Korea). For the Rapid U Legionella Antigen test
(DiaMondial, Sees, France), the sensitivity and specificity
ranged between 71.2 and 91.5%, and between 90 and
95.6%, respectively. Clearly, the performance of the SD
Bioline test is unacceptable for diagnostic purposes. Our
results using the Uni-Gold LUA test were between 63.75%
in NCU samples and 95% when CU samples are used. On
the other hand, the high sensitivity of the Binax Now test

Table 1 Comparison of the
Uni-Gold LUA results with
those of the Binax Now test for
the detection of Legionella

Nonconcentrated urine, n (%)

Binax Now test results

Concentrated urine, n (%)

antigen ” . — .
Positive Negative Positive Negative
Uni-Gold LUA
Positive 51 (96.2) 0 (0) 76 (97.4) 339
Negative 3(3.8) 136 (100) 2 (2.6) 74 (96.1)
Total 54 (100) 136 (100) 78 (100) 77 (100)
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obtained by Diederen and Peeters [8—10] using NCU
samples is surprising (>90%), as this level of sensitivity
has been reported only when using concentrated urine [6].

Both ICTs studied are lateral-flow immunochromato-
graphic tests. Both are rapid methods, giving a result in
15 min or less, and are easy to perform. One of the most
critical points in the performance of the ICT methods is the
reading of the colored lines. The color intensities reached
using the Uni-Gold LUA test are similar to those obtained
by the Binax Now test, not affecting the final sensitivity
and specificity.

The concentration of antigen present in urine by
selective ultrafiltration increased the sensitivity [6, 7].
However, it should be pointed out that the concentration
procedure is not included in the instruction manual of the
manufacturer, and that it is an option which is not followed
by all laboratories. In our study, the sensitivity of the Uni-
Gold LUA test using CU samples (95%) is comparable
with the Binax Now test (97.5%), with the differences not
being significant.

As limitations of our study, it could be criticized that the
basis of specimen selection was positivity in the Bartels
EIA, and, consequently, there might be some positive
selection bias towards the Uni-Gold LUA test. However, as
we have previously described [3] using as a reference
method the culture and the serology, the Bartels EIA had a
high sensitivity and specificity in diagnosing Legionella
infection. Therefore, we have evaluated the new ICT test
with an exigent gold standard and, at least in our
evaluation, the Uni-Gold LUA test has showed similar
characteristics to the Bartels EIA. On the other hand, in
order to know the real value of the evaluated test, further
population studies would be necessary to analyze the
positive and negative predictive values.

In conclusion, the Uni-Gold LUA test is a good
alternative for detecting L. pneumophila serogroup 1
antigen in urine samples. The test considerably reduces
the time needed to perform the detection in comparison
with EIA tests and provides levels of sensitivity and
specificity similar to those obtained by the Binax Now test.
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Letters to the Editor

Centrifugal Ultrafiltration Method for Rapid Concentration of
Legionella pneumophila Urinary Antigen

Detection of Legionella pneumophila antigen in urine by
enzyme immunoassay (EIA) or by immunochromatographic
testing (ICT) has proven rapid, sensitive, and specific for di-
agnosing legionellosis (2, 3, 5, 6). Although it requires added
processing time, the use of concentrated urine (CU) obtained
by selective ultrafiltration significantly improves the sensitivity
(1) of antigen detection. We assessed the utility of rapid anti-
gen concentration by centrifugal ultrafiltration (Amicon Ul-
tra-4; Millipore Corporation, Bedford, Mass.) and compared it
to passive ultrafiltration (Urifil-10; Millipore Corporation).

We tested 35 patients with confirmed L. pneumophila infec-
tion. Diagnosis was achieved by detection of antigen by the
EIA method (Binax, Portland, Maine) using 25-fold CU ob-
tained by passive ultrafiltration. In addition, 35 patients with
confirmed pneumonia of other etiologies (15 Streptococcus
pneumoniae infections, 15 Mycoplasma pneumoniae infections,
and 5 Chlamydia pneumoniae infections) and 15 patients with
urinary tract infections (10 Escherichia coli infections, 1
Pseudomonas aeruginosa infection, 2 Proteus mirabilis infec-
tions, and 1 Klebsiella pneumoniae infection) were examined.
These patients were all negative when tested as outlined above.

Prior to the concentration step, all urine samples were ini-
tially boiled for 5 min and then centrifuged at 1,000 X g for 15
min to reduce nonspecific reactions (4). Using the passive
ultrafiltration method, 4 ml of urine was introduced into a
device equipped with an ultrafiltration membrane. This mem-
brane is permanently sealed into the housing, and the back
membrane is in contact with an absorbent pad. Water and
small molecules penetrate the membrane as a consequence of
the absorbent pad, while the Legionella antigen cannot cross
the membrane and is progressively concentrated. The centrif-
ugal device combines a low-binding ultrafiltration membrane
with a vertical housing. Water and small molecules penetrate
the membrane as a consequence of centrifugation, while Le-
gionella antigen cannot cross the membrane and is concen-
trated. Four ml of each nonconcentrated urine sample was
centrifuged to 3,000 X g (MSE Mistral 2000; Sanyo Gallenkap
PLC, Middlesex, United Kingdom) for 15 min. When neces-
sary, additional centrifugation processes of 5 min each were
used until the 25-fold concentration was obtained.

Initially, all urine samples were concentrated by passive ul-
trafiltration, and the Legionella antigen was detected by EIA.
Then, the urine samples were frozen at —80°C for 3 to 12
months. Afterwards, the urine samples were thawed and con-
centrated by centrifugal ultrafiltration, and the antigen was
detected by ICT. The ICT results for CU obtained by centrif-
ugal ultrafiltration were compared with the previous result
obtained by the EIA for CU obtained by passive ultrafiltration.
The EIA and ICT were previously compared, and highly com-
parable results were obtained (2).

The results obtained by using CU processed by centrifugal
ultrafiltration were identical to those obtained by using CU

4410

processed by passive ultrafiltration for the 35 urine samples
with a Legionella diagnosis. The ratios obtained by the EIA
method ranged between 4.49 and 41.9 (mean, 16.53; SD, 9.45).
Centrifugal concentration did not represent a decrease in the
sensitivity of the antigen detection, including samples with a
low antigenic content. All CU samples obtained by centrifugal
ultrafiltration from the non-Legionella patient specimens were
negative by ICT.

The overall agreement between both concentration methods
was 100%. The time needed to concentrate urine by passive
ultrafiltration was between 1 and 3 h, depending on the phys-
ical characteristics of each specimen. Some specimens took
over 6 h to reach a concentration of 25-fold. In contrast, the
time required in the centrifugal ultrafiltration was only 15 min.
A few samples did require an additional 5-min centrifugation
step to obtain the desired concentration. In conclusion, cen-
trifugal ultrafiltration is a valid methodology for carrying out L.
pneumophila antigen concentration without decreasing the
ICT test sensitivity or specificity.

REFERENCES

. Dominguez, J. A,, J. M. Manterola, R. Blavia, N. Sopena, F. J. Belda, E.
Padilla, M. Giménez, M. Sabria, J. Morera, and V. Ausina. 1996. Detection
of Legionella pneumophila serogroup 1 antigen in nonconcentrated urine and
urine concentrated by selective ultrafiltration. J. Clin. Microbiol. 34:2334—
2336.

Dominguez, J., N. Gali, L. Matas, P. Pedroso, A. Hernindez, E. Padilla, and
V. Ausina. 1999. Evaluation of a rapid immunochromatographic assay for the
detection of Legionella antigen in urine samples. Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis. 18:896-898.

. Dominguez, J., N. Gali, S. Blanco, P. Pedroso, C. Prat, L. Matas, and V.
Ausina. 2001. Assessment of a new test to detect Legionella urinary antigen for
the diagnosis of Legionnaire’s disease. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 41:199—
203.

Doskeland, S., and B. P. Berdal. 1980. Bacterial antigen detection in body
fluids: methods for rapid antigen concentration and reduction of nonspecific
reactions. J. Clin. Microbiol. 11:380-384.

. Harrison, T. G., and N. Doshi. 2001. Evaluation of the Bartels Legionella
Urinary Antigen enzyme immunoassay. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis.
20:738-740.

Helbig, J. H,, S. A. Uldum, P. C. Liick, and T. G. Harrison. 2001. Detection
of Legionella pneumophila antigen in urine samples by the BinaxNOW immu-
nochromatographic assay and comparison with both Binax Legionella Urinary
Enzyme Immunoassay (EIA) and Biotest Legionella Urin Antigen EIA.
J. Med. Microbiol. 50:509-516.

—

N

w

bl

v

*

S. Blanco

C. Prat

M. A. Pallarés

L. Matas

J. Dominguez*

Servei de Microbiologia

Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
Carretera del Canyet s/n

08916 Badalona, Barcelona, Spain

*Phone: 34 93 497 88 94
Fax: 34 93 497 88 95
E-mail: jadoming@ns.hugtip.scs.es

0402 ‘G2 Yosey uo 1NTVS 3d VIVLYO LNLILSNI ¥e Biowse wol woyy papeojumoq






Articulo 4






Severity of Legionella pneumonia associated with urinary antigen load
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Background: There is a clinical need for new markers to identify patients at risk of death and poorer outcomes among those with
Legionella pneumonia. The objective of this study was to evaluate if the Legionella urinary antigen load may be associated with
outcomes in patients with Legionella pneumonia.

Methods: An ELISA for urinary Legionella antigen load quantification was developed. We studied 48 patients diagnosed of
Legionella pneumonia by means of immunochromatographic urinary antigen detection test. Serial samples were also collected.
Results: Values of antigen concentration in NCU at the time of admission have not shown significant differences relating to in
function of patient’s clinical characteristics. At the admission moment higher values of antigen load were detected in patients
stratified in class V of the pneumonia severity index, and in patients who died, although the differences did not reach statistical
significance. However, the decrease between the antigen load at the admission moment and 3 to 6 days after was significantly higher
in patients who resolved the pneumonia totally in comparison with patients with worse clinical outcomes and patients who died.
Conclusion: Legionella urinary antigen load determination at the admission moment and its successive monitoring could be a useful
marker of prognosis complementing clinical severity prediction scores to identify patients with high risk of death. Further studies

are needed to corroborate these results.
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Since it was first described in 1977, Legionella pneumophila
has gradually become a more common cause of both
community and hospital-acquired pneumonia. The range and
severity of manifestations of this infection have likewise
increased (6), and the early symptoms of Legionnaires’ disease
are indistinguishable from pneumonia caused by other germs
(7). Conventional microbiological tests (eg, sputum culture and
serology) have limited clinical utility due to both low sensitivity
and the delay for results to be available (8).

The detection of Legionella antigen in urine samples is the most
powerful method for diagnosing legionellosis, and it is therefore
important for making therapeutic decisions. The detection of the
Legionella soluble antigen in urine by enzyme immunoassay
(EIA), has proven rapid, sensitive and specific in diagnosing
legionellosis, and the use of concentrated urine improves the
sensitivity significantly (5). With respect to Legionella
pneumophila serogroup 1, the assays are reported to have a

sensitivity of 80 to 93% for culture-proven cases. (1, 3, 4, 12,

15, 18). The major challenges associated with pneumonia
include identifying patients at risk of death. Patients are
commonly stratified into risk groups by using scoring systems
(pneumonia severity index [PSI](9) or CURB-65(13)). These
scoring systems perform correctly when studied in large
cohorts, but they should not be used for clinical decisions at an
individual level.

Although diagnosis clearly benefits from Legionella urinary
antigen detection, the relationship between urinary antigen load
and clinical outcomes has not been investigated. We have
developed a quantitative ELISA using purified antigen of L.
pneumophila serogroup 1, based on Binax ELISA platform
(Binax, Inc. Portland, Maine USA) and we have calculated the
concentration of antigen in patients diagnosed of pneumonia
caused by L. pneumophila. We have studied the correlation
between the urinary antigen loads with the severity of the

pneumonia, the clinical outcomes.



MATERIAL AND METHODS
Patients
We prospectively studied 48 urine samples from 48 patients (40
males and 8 females) with the diagnosis of Legionella
pneumonia. All patients were diagnosed by detection of soluble
antigen from L. pneumophila serogroup 1 in non concentrated
urine (NCU) by immunochromatographic tests (ICT) (Binax
Now™ Legionella Urinary Antigen Test; Binax, Portland,
Maine). In addition, 29 patients were also diagnosed by
serology. The following data were collected: age, sex,
underlying diseases, immunosupression status, radiological
extension, PSI, and clinical outcome. Mean age of the patients
was 55.5 years and the range 27-83 years. Demographic
characteristics are summarized in Table 1.
All patients were diagnosed of pneumonia following
radiological and clinical standard criteria. Chest radiography
was performed at the time of admission that showed a
radiographic pulmonary infiltrate that was at least segmental or
present in one lobe, consistent with pneumonia, and not pre-
existing. Clinical features were consistent with an acute lower
respiratory tract infection including two or more of the
following: new or increasing cough, sputum production,
pleuritic chest pain, dyspnea, pulmonary consolidation by
physical examination; and one or more constitutional symptoms
including temperature >37.8°C, sweating, altered mental status,
aches and pain, headaches, coryza, or sore throat. All patients
diagnosed of Legionella pneumonia were treated at admission
with macrolides.
Inclusion criteria
The inclusion criteria were: (1) patients diagnosed with
Legionella pneumonia by urinary antigen detection by ICT in
NCU, and (2) possibility of follow-up in the hospital’s
outpatient department and periodical urine collection.
Clinical outcome definition
Physician assessed the clinical evolution once treatment had
finished and during follow-up visits. Clinical assessment was
based on the comparison of clinical presentation at the
admission. Resolution of pneumonia was defined as
disappearance of signs and symptoms of pneumonia: dyspnea,
cough, expectoration, fever, resolution of leukocytosis and
disappearance of pulmonary infiltrates in the chest radiograph.
Improvement was defined as resolution of fever but incomplete

resolution of other signs and/or symptoms of pneumonia.

Adverse medical outcome was defined as in-hospital death

and/or need for ICU admission. Pneumonia severity and clinical

outcome of these patients are also detailed in table 1.

Table 1. Clinical characteristics of patients with Legionella

pneumonia included in the study.

Variables Nr of patients (%)
>65 years Yes 15(31,2)
No 33 (68,8)
Sex Male 41 (83,7)
Female 8(16,3)
Diabetes Yes 6 (12,5)
No 42 (87,5)
Alcohol drinker Yes 10 (20,8)
No 37(77,1)
Ex 1(2,1)
Smoker Yes 28 (58,3)
No 11(22,9)
Ex 9(18,8)
COPD Yes 3(6,2)
No 45 (93.8)
Immunosuppression Yes 3(6,2)
No 45 (93.8)
Multilobar pneumonia Yes 11 (22,9)
No 37(77,1)
Fine 1 7 (14,6)
2 16 (33.3)
3 14 (29.2)
4 8(16,7)
5 3(6,3)
Clinical outcome Resolution 39 (81,3)
Improvement 6 (12,5)
Death 3(6,2)

Sample collection

For each patient with legionellosis, we collected two serial
samples, one at the moment of admission and one 3-6 days
after. We analyzed 48 NCU samples collected at the moment of
admission and 37 NCU samples collected 3-6 days after. In
some cases, we were able to collect serial samples between
thel1™ and the 20" day (9 patients), on the 30" (4 patients) and
on the 60" (2 patients) day after hospital admission.

Sample treatment

The samples were boiled for 5 minutes and centrifuged at
1,000g for 15 minutes to prevent nonspecific reactions. This
sample treatment protocol is not considered in the manufacturer

procedures.
Binax Now™ Legionella Urinary Antigen Test

ICT was performed according to the instructions of the
manufacturer. The results were read visually after 15 minutes.
The test was interpreted according to the presence or absence of
visually detectable pink-to-purple coloured lines. ICT results
were blindly read by two independent trained persons.

manufacturer’s

The test was performed following the

instructions.



Legionella antigen load quantification

To determine L. pneumophila antigen load in urine samples we
developed a quantitative ELISA using the Binax EIA platform.
The ELISA test is a direct sandwich assay that uses polyclonal
rabbit immunoglobulin G specific for L. pneumophila serogroup
1 as the capture and detection antibody. In every run, a standard
curve was established using different purified L.pneumophila
serogroup 1 antigen concentration (>90% purity, kindly
provided by R. Piasio from BINAX). The antigen load in urine
samples was quantified by extrapolation of the optical density

of the samples in the standard curve.
Statistical analysis

Data collected was entered into an electronic data base for
analysis. Comparison for variables was conducted with the non-
parametric Mann-Whitney U test and was described as the mean
(standard deviation). Graphical representation is based on non-
parametric box-plots, and data are expressed on median and 5-
95 percentiles. Comparison in the antigen load at the diagnosis
moment and during the monitoring stage was performed by
Wilcoxon test. The area under the receiver operating
characteristic (ROC) curve was to be an index of discrimination.
Associations were considered statistically significant if the p
value was less than 0.05. Statistical analysis was made using a
statistical software package (SPSS, version 15.0 for Windows;

SPSS, Inc. Chicago, IL).
RESULTS
Quantitative antigen load analysis

The mean antigen concentration in all patients included was
18.98 ng/ml (SD: 12.9) in NCU samples collected at the
moment of admission. For samples collected between 3-6 days
after admission, the mean load was 3.76 ng/ml (SD: 7.4). The
mean antigen load for samples collected on day 11-20, 30 and
60 after the hospital admission was 5.47 (SD: 7.6), 3.52 (SD:
4.6) and 1.08 (SD: 1.5), respectively.

Antigen load and clinical outcomes

Values of antigen concentration in NCU at the time of
admission have not shown significant differences depending on
patient’s clinical characteristics. At admission, when we studied
the pneumonia severity, we found similar values (figure 2) in
Fine I to II patients versus Fine IV-V patients. Clinical
response hasn’t shown significant differences in patients who

did not survive versus those who recovered fully, but if we

observe the median values we see a tendency to increase in
patients who didn’t recover. Median Legionella antigen
concentration at admission was 18,3 ng/ml (SD: 13,2) in cured
patients, 17,4 (SD 12,2) in improvement patients and 29,70
(SD: 3,4) in patients who died. The area under the ROC curve
was 0,761 (95% CI 0,626-0,897). The best threshold was 26,38
ng/ml with a sensitivity of 100% and 70% of specificity, for

detecting patients who died.

FIGURE 1. Antigen concentration median and 5-95 percentiles values

at admission according to Pneumonia Severity Index.
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Antigen concentration shows a tendency to decrease over the
days after hospital admission (Table 2). With regard to the
severity, although the median showed higher values for the class
V of PSI (class I, median: 15.61, 95% confidence interval (CI):
6.96-36.77); class II, median:17.77, 95%CI: 11.47-26.80; class
111, median: 16.76, 95%CI: 13.2-24.66; class IV, median: 13,10,
95%CI: 4.27-26.19; and class V, median 27.19, 95%CI: -17.86-
61-10) it did not reach statistical significance (Figure 1)

Similarly, although high antigen load was associated with worse
clinical outcomes, the differences were not significant
statistically (Table 2). Figure 2, shows median and 5-95
percentiles at the time of admission and 3-6 days after
admission of the patients grouped as: resolution, improvement
and death. Patients with worse outcome seem to show a

tendency for higher concentration of antigen.

Discrimination assessment: ROC curve analysis

The discriminative ability of bacterial load to assess clinical
outcomes in patients with Legionella pneumonia was evaluated
by ROC curve analysis. The area under the ROC curve was 0.79
(95% CI: 0.65-9.92) for discriminate death. We determined an



optimum bacterial load of 26.56 ng/ml with a sensitivity of
100% and a specificity of 68.9%.

The antigen load decreased after admission. In figure 2 the
kinetics that follows the antigen load after the diagnosis of all
patients included in the study is shown.

Kinetics antigen load after diagnosis

The decrease in bacterial load between the admission moment
and 3-6 days after, considering all the patients included, was
statistically significant (p<0.0001). Considering exclusively the
patients with complete resolution of the pneumonia, the antigen
load decrease significantly (p<0.001) from (18.34£13.20) to
(2.09+5.60). However, when we take into account exclusively
patients with improvement of pneumonia but not complete
resolution the bacterial load did not decrease significantly
(p=0.080) from (17.35+12.23) to (5.92+6.84). In addition,
although the number of patients who died is reduced (only 3)
the antigen load at the admission did not decrease significantly
in day 3-6. (p=0.180). The three patients who died were
admitted to the ICU unit.

On the other hand, the antigen load was significantly higher in
patients who improved compared to those who were cured
(p=0.043).

Table 2. Association between the Legionella Urinary antigen load

and the clinical characteristics of the patients.

Admission 3-6 days alter admission
Variables
Median (SD) P Median (SD) »
> 65 Yes 15.1 (12.6) 3.1(7.9)
NS NS
No 209 (12.7) 31(59)
Diabetes Yes 178 (11.7) 74(10.7)
NS NS
No 193 (13,1) 24(54)
Aleohol Yes 212 (134) Yes vs no: 3,1(59)
Yes vs no: NS
No 19.(12,7) NS 3,1(67)
Smoker Yes 21,7(12,8) 47(7.6)
No 16,6 (11,6) NS 0.5 (0.9) NS
Ex 14,6 (13,8)
CcoPD Yes 22.1(6.7) 88(152)
NS NS
No 18,9 (13,1) 26(53)
Immunosupresion Yes 259 (74) -
NS NA
No 18,5 (13,1) 3,1(64)
Multilobar Yes 224 (143) 5,6(9.2)
NS NS
No 182 (12.4) 25(5,6)
Pneumonia 1 2190151 34(6,9)
Tvs5: NS 1us 5:NS
Severity I 19,1 (14.4) 19(4.8)
1vs4:NS s 4:NS
Index i 189(9.9) 1(1.9)
1-3vs 5:NS 1-3vs5:NS
v 152 (13.1) 93(10.9)
1-3vs 4 NS 1-3vs 4:NS
v 21,6 (15.8) 268 (-)
Clinical outcome R 183 (13.2) RvsD:NS 2,1(5,6) Rovs D: 0,008
1 174 (12.2) Rus NS 59(68) Ros1: 0,043
D 30.734) 1vsD: NS 233 (49) 1vsD: NS

R Resolution, I Improvement, D Death, NS, Not significant, NA Not Available

FIGURE 2. Legionella antigen load median and 5-95 percentiles
according to the clinical outcome at admission and 3-6 days after

admission.
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DISCUSSION

Legionella pneumonia has a substantial mortality and
complication rate. Therefore, an early diagnosis and follow-up
of the disease are crucial. In addition, markers of severity
assessment, other than scoring systems, are required. It has been
published several studies about the utility of the L. pneumophila
antigen detection for legionellosis diagnostic. The usefulness of
these techniques is widely recognized but for the moment there
are no studies about the correlation between the concentration
of antigen and the severity of pneumonia.

In this study we found association between increased Legionella
urinary antigen load and mortality. Recently, Maurin et al. (14),
described that in patients with legionellosis, a high Legionella
bacterial load in the lower respiratory tract samples at hospital
admission was associated with patients classified in the higher

PSI classes, the need of hospitalization in ICU and of prolonged
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FIGURE 3. Legionella antigen load kinetics in all patients included in
the study after the admission.

hospitalization. Similarly, Rello J et al (17) have described the
association between the Streptococcus pneumoniae genomic
bacterial load on whole-blood samples and severity of
pneumococcal pneumonia. In the study, they described that in
patients with pneumococcal pneumonia, bacterial load is
associated with the likelihood of death, the risk of septic shock,
and the need of mechanical ventilation. High genomic bacterial
load for S. pneumoniae may be a useful tool for severity
assessment.

The implication of our findings is that a urine sample obtained
for antigen load measurement will provide valuable prognostic
information. Our data demonstrate that patients with urinary
antigen load over 26,56 ng/ml at the admission moment are an
easily and specifically defined high-risk group for death, and in
our case of ICU admission. The quantification of bacterial load
has the potential to greatly increase our ability to accurately
stratify the severity of pneumonia at the admission.

The results obtained with this new quantitative ELISA assay
showed a significant association between the kinetics of the
antigen load during the hospitalization and the clinical
outcomes. Patients with worse clinical outcomes have not
reduced significantly the urinary antigen load in comparison
with the initial antigen load. In contrast, patients with a
favourable evolution have shown a significant decrease in their
urinary antigen load 3 to 6 days after the admission.

On the other hand, several studies have shown correlation
between levels of inflammation markers and prognosis. In the
case of Legionella pneumonia, markers that are induced by
IFNy are elevated (19), such as neopterin (16). Other classic

marker of bacterial infection such as C-reactive protein or the

most recent procalcitonin (PCT), are lower in Legionella

pneumonia compared with other aetiologies such as
pneumococcal pneumonia (16). However, it has been seen that
PCT levels have prognostic value, being higher in patients with
more severe Legionella pneumonia and with adverse medical
outcomes (2, 10, 11).

Our study has some limitations. The number of patients
included with severe pneumonia, and with worse clinical
outcomes (ICU admission and death) is not large, limiting the
statistical power. Thus, despite numerical differences in the
antigen load at the admission between patients with different
severity and clinical outcome, statistical differences were not
detected.

In conclusion, it’s seems to be a trend of higher Legionella
urinary antigen load at admission in patients with worse clinical
outcome, although significant differences were not found
between groups. However, we found differences in the second
sample, among patients who improved and died, compared with
those in which pneumonia was resolved.

The Legionella urinary antigen load determination at the
admission moment and their successive monitoring could be a
useful marker of prognosis complementing clinical severity
prediction scores to identify patients with high risk of death.

Further studies are needed to corroborate these results.
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Abstract

Despite advances in medium formulations and pretreatment techniques, recovery of Legionella from water samples
can still be quite low, difficult and time consuming. The aim of this study was to evaluate the utility of a Legionella
urinary antigen enzyme immunoassay (Bartels ELISA, Trinity Biotech, Ireland) for the detection of Legionella in water
samples. Reference ATCC Legionella strains were used to spike water samples to a final concentration of 10*-10° cfu/
ml. The lower detection limit of the test for all Legionella pneumophila serogroups was assessed by serial dilutions of
spiked water samples. Legionella antigen was detected in all filtered samples except for those spiked with L. bozemanii
and L. longbeachae. The lower detection limit for soluble L. preumophila serogroup 1 antigen was 780 cfu/ml. Bartels
ELISA could be a useful method for antigen detection in water samples when a high recovery of L. pneumophila is
suspected. The test could be used as a rapid screening method for the detection of Legionella in a large number of
samples. However, the low sensitivity of the test requires to keep on performing conventional culture for isolation and
for further studies on isolated bacteria.
© 2007 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keywords: Legionella antigen; Bartels ELISA; Water samples

Introduction

Legionella pneumophila is a recognized pathogen
causing both community-acquired and mnosocomial
pneumonia (Bartlett et al., 2000; Mandell, 2000; Ruef,
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1998; Stout and Yu, 1997). Water is the major reservoir
for Legionella, and although these bacteria are found in
freshwater environments worldwide, legionellosis dis-
ease has emerged because of human alteration of the
environment (Fields et al., 2002). Water systems in
buildings are often contaminated with Legionella and
therefore serve as amplifiers of the bacteria, representing
a source of outbreaks and sporadic infection. Hospitals
represent ideal locations for legionnaires’ disease trans-
mission: at-risk patients, plumbing systems are fre-
quently old and water temperatures are often reduced to
prevent scalding of patients. Over the last years, several
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large outbreaks linked to cooling towers and other water
systems have been described (Fields et al., 2002).

The control of colonization in cooling towers and
other aerosol-generating devices can reduce community
outbreaks of legionnaires’ disease (Fields et al., 2002). In
addition, the control of hot water system colonization in
hospitals is crucial to prevent Legionella infection in
patients at-risk (Ruef, 1998). Despite advances in
medium formulations and pretreatment techniques,
recovery of Legionella from water samples can still be
quite low, difficult and time consuming (Edelstein,
1987). In addition, although there is an international
consensus guideline for culture detection and enumera-
tion of Legionella in water (International Organization
for Standardization, 1998), the overgrowth of other
accompanying bacteria and the presence of viable but
non-culturable Legionella have not been fully resolved
(Steiner et al., 1997). Thus, there is a need for improved
detection methods. Urinary antigen testing has been
proven rapid, sensitive and specific in diagnosing
legionellosis (Dominguez et al., 1996, 1998, 2001; Helbig
et al., 2001, 2003).

The aim of this study was to evaluate the utility of a
Legionella urinary antigen enzyme immunoassay (Bar-
tels ELISA Legionella urinary antigen, Trinity Biotech
ple, Co. Wicklow, Ireland) for the detection of
Legionella in water samples, comparing the results with
conventional bacterial culture.

Material and methods
Water samples

Samples A

The following ATCC strains were used to spike water
samples to a final concentration of 10*-10° Legionella/
ml: L. pneumophila serogroup 1 Philadelphia 1 (ATCC
33152), L. pneumophila serogroup 2 Togus 1 (ATCC
33154), L. pneumophila serogroup 3 Bloomington 2
(ATCC 33155), L. pneumophila serogroup 4 Los Angeles
1 (ATCC 33156), L. pneumophila serogroup 5 Dallas 1
(ATCC 33216), L. pneumophila serogroup 6 Chicago 2
(ATCC 33215), L. pneumophila serogroup 7 Chicago 8
(ATCC 33823), L. pneumophila serogroup 8 Concord 3
(ATCC 35096), L. pneumophila serogroup 9 IN-23-GI-
C2 (ATCC 35298), L. pneumophila serogroup 10 Leiden
1 (ATCC 43283), L. pneumophila serogroup 11 797-PA-
H (ATCC 43130), L. pneumophila serogroup 12 570-CO-
H (ATCC 43290), L. pneumophila serogroup 13
82A3105 (ATCC 43736), L. pneumophila serogroup 14
1169-MN-H (ATCC 43703), Legionella bozemanii ser-
ogroup 1 WIGA (ATCC 33217) and Legionella long-
beachae serogroup 1 Long Beach 4 (ATCC 33462).

In addition, 9 wildtype L. preumophila serogroup 1
strains were also used to spike water samples.

The lower detection limit of the test for all L.
pneumophila serogroups was assessed by serial dilution
of spiked water samples from 10° to 100 cfu/ml. The
simulated samples were performed using sterile distilled
water.

Samples B

In addition to the spiked water samples, 68 water
system samples collected from different sources for
Legionella screening were tested: 13 from domestic water
systems (2 with negative culture, 5 L. pneumophila
serogroup 1, 1 L. pneumophila serogroups 2-14 and 5
with Legionella non-pneumophila) and 55 from cooling
towers (39 with negative culture, 9 L. prneumophila
serogroup 1, and 7 L. pneumophila serogroups 2—14).

Sample treatment for antigen detection

One liter of all water samples was filtered over 0.2 um
pore size Millipore membrane filters (Pumphead Milli-
pore, Barrington, USA). Each filter was placed into a
test tube containing 1 ml of distilled water. Afterwards,
all samples were sonicated for 2min (Branson 1 200,
Bransonic® Ultrasonic Corporation, CT, USA).

Culture and identification

Samples A were cultured directly after filtering. All
water system samples (samples B) were cultured on
selective BCYE agar after heating and acid treatment
(Edelstein, 1987; International Organization for Stan-
dardization, 1998). Identification of the isolates was
performed following standard procedures (Edelstein,
1987).

ELISA test procedure

The Bartels assay is a direct sandwich assay that uses
polyclonal rabbit antibodies which react with L.
pneumophila serogroup 1 antigen both as capture and
detection antibodies. Following the manufacturer’s
instructions, the test was performed with samples of
100 pl. Samples were considered positive when their
optical density was 4 times higher than that of the
negative control. In all cases antigen detection was
performed in water samples before and after sonication.

Results and discussion

In our study in spiked water samples, Bartels ELISA
was able to detect the antigen from all serogroups of L.
pneumophila tested, although it showed a higher
sensitivity for L. pneumophila serogroup 1 (Table 1).
The detection limit for the serogroup 1 was about
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Table 1. Bartels ELISA results for water samples spiked with Legionella ATCC strains (samples A)

Legionella strain Original sample

Filtered sample

Filtered and
sonicated sample

Bacterial load (cfu/ml)  Ratio EIA Bacterial load (cfu/ml)  Ratio EIA
L. pneumophila s. 1 5% 10° Overflow 1.1x10® Overflow
L. pneumophila s. 2 1x10° 12 1.1 x 107 12
L. pneumophila s. 3 2x 10* 4.7 7.5 % 10° 4.9
L. pneumophila s. 4 5.3 x 10° 8.5 1.3 % 10° 8.9
L. pneumophila s. 5 1 x10° 8.2 4.8 %107 7.4
L. pneumophila s. 6 2% 10° 15 5.1 % 107 12
L. pneumophila s. 7 1x10° 11 3% 107 9
L. pneumophila s. 8 2x10° 7.5 6x 107 8.5
L. pneumophila s. 9 6 x 10* 14.5 7.5x 10° 5.4
L. pneumophila s. 10 1.5 % 10° 4.14 6x 10 4.14
L. pneumophila s. 11 1x10° 9.7 9x10° 9.2
L. pneumophila s. 12 3% 10° 7.1 6% 107 7
L. pneumophila s. 13 4x10° 6.8 1.8 x 108 6.8
L. pneumophila s. 14 9% 10° 7.2 2.5% 108 7.7
L. bozemanii 1 x10° Negative 9x 107 Negative
L. longbeachae 3% 10° Negative 3% 107 Negative

780 cfu/ml in the original water sample. On the other
hand, the test did not detect L. bozemanii nor L.
longbeachae antigen. Sonication of spiked water samples
did not increase the sensitivity of the technique.

Other immunoassays have also been assessed. Liick
and Liebscher (2003) evaluated a L. pneumophila antigen
detection assay (Binax EquateTM, ME, USA) designed
for qualitative determination of Legionella in potable
water samples. In in vitro experiments, they found a
detection limit of 1000cfu/ml for L. prneumophila
serogroup 1 strain Corby. However, the test was unable
to detect L. pneumophila serogroups 2—14. On the other
hand, Horn (J. Horn Abstr. 11th Eur. Cong. Clin.
Microbiol. Infect. Dis., abstr. P997, 2001) evaluated the
utility of the Biotest urinary antigen test in detecting
Legionella in water samples. They reported that the
Biotest EIA is able to detect Legionella antigen from all
serogroups of L. pmneumophila and other species of
Legionella in simulated samples. Horn claimed that the
detection limit for L. pneumophila serogroups 1 and 5
was around 10cfu/ml. In contrast, Helbig et al. (2001)
using a similar procedure reported a detection limit for
the Biotest EIA of 3 x 10*cfu/ml when a L. pneumophila
serogroup 1 Philadelphia was used, and 6 x 10° cfu/ml
when the OLDA strain was used. As an alternative to
immunological methods, polymerase chain reaction
(PCR) assays have been developed. Levi et al. (2003)
evaluated 120 water samples using a real-time PCR
hybridization assay for L. pneumophila and obtained a
detection limit equivalent to 800cfu/ml. Using the
Bartels ELISA we obtained a similar detection limit,
while not requiring such expensive and specialized
equipment.

From the tap water samples, Bartels ELISA was
positive in 8 cooling tower water samples. In 7 cases the
culture for Legionella was negative, these may be
considered as false-positive results. However, due to
contamination of culture plates with other bacteria, we
could not rule out the possibility that these 7 samples
were actually true positives. In the only positive Bartels
ELISA the concentration of L. preumophila serogroup 1
was 220 cfu/ml, lower than the minimum necessary for
antigen detection in spiked samples. Such findings have
also been described by other authors (Liick and
Liebscher, 2003). Positive results when the concentra-
tion of Legionella is under the detection limit of the test
could be due to the presence of non-viable Legionella
and/or presence of free Legionella antigen (Steiner et al.,
1997). This finding could suggest a build up of antigen in
the cooling tower environment. Cross-reactivity with
other bacteria is also possible, although in previous
studies the Bartels ELISA showed high specificity
(Dominguez et al., 2001; Harrison and Doshi, 2001).

Of the 27 samples positive by culture, but negative by
Bartels ELISA, L. pneumophila serogroup 1 was isolated
in 13 cases with a Legionella concentration of less than
100 cfu/ml; L. pneumophila serogroup 2—14 was isolated
in 8 cases (7 samples > 100 cfu/ml) and Legionella non-
pneumophila was isolated in 5 cases (all > 10 cfu/ml). All
negative results by Bartels ELISA were obtained in
samples where the concentration of L. pneumophila was
under the specific limit of detection of the test (Table 1).
The detection limit for L. pneumophila serogroup 2—14
was lower than for serogroup 1. Therefore, its utility for
testing water samples that do not contain serogroup 1 is
limited.
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Given that the level of water colonization that implies
a risk for legionellosis is not well established, the
detection limit obtained with the Bartels ELISA does
not seem to be low enough to be used for bacteriological
surveillance of water systems. However, given that
outbreaks of legionnaires’ disease have been linked to
exposure to amplified levels of Legionella organism
(Shelton et al., 1993) and that during an outbreak a
rapid identification and decontamination of colonized
water systems is very important, the Bartels ELISA
could be a useful and rapid screening method for large
numbers of samples. However, the low sensitivity of the
test requires conventional culture for isolation and for
further studies on isolated bacteria.
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ABSTRACT

Identification of Legionella spp. can be achieved by DNA sequencing of the macrophage infectivity
potentiator (mip) gene. The External Quality Assurance (EQA) scheme described in this report is the first
to assess the proficiency of laboratories using this methodology. The results obtained from two EQA
distributions sent to European reference laboratories involved in Legionella outbreak control and
environmental monitoring are presented. Each distribution contained a panel of ten coded Legionella
strains. All strains were from clinical and environmental sources and were considered to be wild-type
strains. Participants used dedicated online tools to compare sequence text files against a database of
known Legionella spp. The majority of centres (seven of ten, and 11 of 12) correctly identified all strains
tested, in the first and second distributions, respectively. Typically, sequence similarity values of
98-100% were obtained when the test strains were compared with sequences contained in the database.
In all but one case, lower values indicated a poor quality sequence. The exception was associated with
the identification of a putative new species in the first panel. Genotypic identification of Legionella can be
achieved by the use of standard protocols, dedicated identification libraries, and online tools. EQA
schemes provide an independent measure of performance, and it is recommended that laboratories
performing these techniques participate in such schemes, thereby allowing optimisation of and
improvements in their performance.

Keywords DNA sequencing, external quality assessment, identification, Legionella spp., macrophage infectivity
potentiator, online tools
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To date, 53 species of Legionella have been
described [1-3], including one genomospecies [4]
and one Candidatus species [2]. Approximately one-
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third of these have been associated with human
disease following isolation of the organism from
clinically significant infections [1]. The identifica-
tion of the majority of these species using classical
phenotypic methods is very difficult. Several

Journal Compilation © 2007 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
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genotypic methods have been described, including
analysis of total genomic DNA (e.g., ribotyping and
random amplified polymorphic DNA analysis
[5,6]), analysis of specific genes (e.g., rRNA [7],
macrophage infectivity potentiator (mip) [8], RNA
polymerase (rpoB) [9], RNase P RNA (rnpB) [10]
and gyrA [11] genes), and analysis of internal
regions of these genes (e.g., intergenic regions of
rDNA [12] or regions coding for tRNA [13]).

Of these various approaches, PCR amplification
and sequencing of the mip gene [8] appears to be
the best method, for three main reasons. First, the
mip sequence has more informative sites, both in
length and percentage of available bases, than
some of the other genes listed above, e.g., 165
rDNA [14]. Second, the procedure is easy to
perform, involving only a simple primary PCR
and a single sequencing reaction. Third, a com-
prehensive, dedicated and freely accessible web
database has been established by members of the
European Working Group for Legionella Infec-
tions (EWGLI). This contains sequence data from
all validly described species, and many others
awaiting formal description, and allows the on-
line identification of putative Legionella spp.

The aim of the External Quality Assessment
(EQA) scheme, devised by EWGLI members at
the Health Protection Agency Centre for Infec-
tions (HPA CfI), London, UK, was to investigate
the ability of European microbiology reference
laboratories to identify coded panels of Legionella,
using a standard protocol and dedicated online
tools. This report presents the results from the
first two EQA distributions.

MATERIALS AND METHODS
Participants

Participation was open to any EWGLI collaborating laboratory.
Overall, 19 institutions from 14 countries took part in one or
both distributions. Each of these centres acts as a local or
national reference laboratory for Legionella infections. The
study was coordinated on behalf of EWGLI by the HPA CfI.
The participating laboratories were: Austrian Agency for
Health and Food Safety, Institute of Medical Microbiology
and Hygiene, Vienna, Austria; Laboratoire de Référence
Legionella, Université Libre de Bruxelles-Hopital Erasme, Brus-
sels, Belgium; Herlev Hospital, Herlev, Denmark; Centre
National de Référence des Légionelles, Lyon, France; Technical
University Dresden, Dresden, Germany; Aristotle University
of Thessaloniki, Thessaloniki, Greece; Institute for Infectious
Diseases, IRCCS Lazzaro Spallanzani, Rome, Italy; Istituto
Superiore di Sanita, Rome, Italy; Amedeo di Savoia Hospital,
Turin, Italy; St Elisabeth Hospital, Tilburg, The Netherlands;
Hospital de Santa Cruz, Carnaxide, Portugal; Scottish Legio-

nella Reference Laboratory, Glasgow, Scotland; Hospital Uni-
versitari Germans Trias i Pujol, Badalona, Spain; Instituto de
Salud Carlos III, Madrid, Spain; Karolinska University Hospi-
tal, Stockholm, Sweden; University Hospital, Uppsala, Swe-
den; Istituto Cantonale di Microbiologia, Bellinzona, Switzer-
land; and HPA CfI.

Study design

The study was designed in two phases. First, a panel of ten
strains (see below) was distributed to participants (Distribution
1). Following analysis of the results submitted, and reports back
to participants, the procedures were reviewed, and training
needs were identified. Following the provision of necessary
training, a second panel was distributed (Distribution 2) and the
participants” ability was reassessed. Oligonucleotides for PCR
amplification and DNA sequencing were not provided by the
coordinating centre, but participants were asked to provide
information concerning the sequencing platform used.

Preparation of proficiency panels

Both proficiency panels contained ten coded Legionella strains:
Panel 1, strains A-J, and Panel 2, strains K-T (Table 1); three
strains were included in both panels. With one exception, the
strains had been fully characterised previously by phenotypic,
serological and genotypic methods. The exception was the
strain coded G, which had only been characterised before its
inclusion in the panel as being serologically closest to Legionella
moravica. According to mip gene sequencing, this strain also
showed the highest similarity to L. moravica, but at a much
lower level than the other strains (Table 1). All isolates are held
in the Respiratory and Systemic Infection Laboratory (RSIL;
HPA CfI) or EWGLI culture collections, and are considered to
be wild-type strains (i.e., low-passage non-reference strains).

Table 1. Strains of Legionella, representing 11 species, used
in the proficiency panels

Sequence
similarity (%)

Legionella Strain Study to mip profile
species identifier® Source® code identifier ~ on database®
L. anisa LC3967 E A 100

L. bozemanii LC2915 C B 100

L. dumoffi LC5207 E C/N 100

L. jamestowniensis ~ LC5389 E D/R 100

L. jordanis LC5073 E E 99.1

L. longbeachae LC4987 C F 100
Legionella sp.* LC5212 E G 94.6

L. pneumophila LC6635 C H 100

L. quinlivanii LC5390 E I 100

L. sainthelensi LC5068 E /T 100

L. bozemanii LC4348 C K 100

L. longbeachae LC4790 C L 100

L. jordanis LC3940 E M 100

L. bozemanii LC4348 C (¢} 100

L. pneumophila H034700617  C P 99.6

L. oakridgensis LC 3780 E Q 100

L. pneumophila EUL 137 E S 100

“Strains are held in the Respiratory and Systematic Infection Laboratory, Health
Protection Agency Centre for Infections, London, UK (LC and HO prefix) or
European Working Group for Legionella Infections culture collection (EUL prefix).
C, clinical isolate, E, environmental isolate.

“Results from forward and reverse sequencing reactions (or forward on more than
one occasion) were determined by the coordinating laboratory before despatch.
9This strain was initially characterised as closest serologically, and by mip gene
sequencing, to L. moravica, but was subsequently shown to be a new species of
Legionella.
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Replicates of each strain were prepared on buffered charcoal
yeast extract (BCYE) agar (Oxoid, Basingstoke, UK) slopes, and
were then distributed to participants by courier. Panel 1 was
dispatched on 13 August 2003 and Panel 2 was dispatched on 8
October 2004.

Specimen processing

Upon receipt, each centre subcultured the coded strains on
BCYE plates according to standard methods [15]. Failure to
recover a strain was scored as ‘no growth’, and these results
were excluded from the final analysis. Each centre performed
genomic DNA extraction according to their current methodo-
logy. The method of Ratcliff et al. [8] was used for species
identification. Primary amplification was performed using the
primers Legmip_f 5-GGG(A/G)ATT(A/C/G)TTTATG-
AAGATGA(A/G)A(C/T)TGG and Legmip_r 5-TC(A/G)T-
T(A/T/C/G)GG(A/T/G)CC(A/T/G)AT(A/T/C/G)GG(A/T/C
/G)CC(ATG)CC. DNA sequencing was performed using the
primer Legmip_fs 5-TTTATGAAGATGA(A/G)A(C/T)TGGT-
C(A/G)CTGC according to local practice. The resulting DNA
sequence was entered into the database (http://www.hpa-
bioinfotools.org.uk/mip_ID.html) as a flat text file in order to
allow identification using the similarity tool. The species
revealed by the similarity tool as showing the highest per-
centage similarity to the sequence obtained was taken to be the
species identification. The species and similarity (%) were
reported for each strain tested.

Scoring

The performance of each centre was measured in two ways.
The first measure was the ability to correctly identify the coded
isolates against the coordinating laboratory’s intended identi-
fication (intended result). For the purpose of these distribu-
tions, identifications based on sequence similarity values of
<80% were considered to be unacceptable and were scored as
‘not identified’. Second, laboratories were scored according to
the confidence in the identification made, i.e., identification
was considered to be ‘confident’ or ‘tentative’. For a confident
identification, the mip sequence submitted had to show >98.0%
similarity to a sequence in the database, while submissions of
80-98% similarity were scored as tentative. A combined score
of ‘tentative’ plus ‘confident’, where the correct species
identification was obtained, was also calculated. Results for
Panel 1 were only scored for nine strains, as strain G was
excluded from the analysis.

Software

Access to the Legionella mip gene sequence database is via the
EWGLI website (http://www.ewgli.org/) or the HPA bio-
informatics webpages (http://www.hpa.org.uk/cfi/bioinfor-
matics/ewgli/legionellamips.htm). Details of 157 Legionella
strains provided by one of the authors (RMR) [16] are stored in
a PostgreSQL database. The associated mip sequences are
stored both in this database and in a local Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) [17] database. Software was
written to provide a web-based graphical interface to this
database, predominantly using perl-cgi and BioPerl Modules
[18]. Upon submission of a text sequence to the form on the
web page, the sequence is used as a query in a blastn search
against the mip sequence BLAST database. The full sequences

© 2007 The Authors

of the top five database matches are retrieved and aligned with
the sequence submitted by the user and a set of mip reference
sequences selected to cover the entire range of the Legionella
genus. The alignment is performed using the MAFFT
algorithm [19]. Using this procedure, the online tool and
underlying database provide the following functions: (i) an
alignment of all the sequences from the reference alignment,
top five database matches and the user sequence; (ii) a
neighbour-joining tree of the alignment, including the refer-
ence species, five closest matches from the database and the
user sequence; and (iii) an alignment of the eight sequences
from the combined alignment that are most similar to the user
sequence, together with their percentage similarity scores.

RESULTS
Distribution 1

The first panel was distributed to 16 centres in nine
countries. Results were returned by ten centres
before the deadline (Table 2). Four centres did not
recover isolate ] successfully, and not all centres
reported results for all isolates. Strain G was found
by all ten laboratories to have <98% similarity to
any sequence in the database, although it showed
most similarity (c. 95%) to L. moravica. Seven of
the ten centres identified correctly all strains
tested. Two centres misidentified one strain, and
one centre misidentified (or failed to identify) five
of the seven strains examined. All of the identifi-
cations were ‘confident’ identifications in seven of
the laboratories; results from the other centres
were mainly ‘tentative’ or <80%, suggesting that
the quality of the mip sequences was poor. Fol-
lowing analysis and feedback to the participants,
training needs were highlighted and the coordi-
nating centre provided training to three centres
before distribution of the second panel.

In the case of the Legionella jordanis strain, the
coordinating centre determined 560 nucleotides of
the mip gene before dispatch of the distribution,
which showed a maximum similarity value of
99.1% (555/560 nucleotides) to the reference
sequence in the database, ie. five nucleotide
differences. Most of these differences were
located at the 3’-end of the sequence; thus, the
most likely explanation for participants scoring
above this value was the submission of shorter
sequences, i.e., <560 nucleotides.

Distribution 2

The second panel was distributed to 19 centres in
11 countries. Valid results were returned by 12
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Table 2. Results obtained with the first Legionella distribution®

Centre no.
Study No. achieving correct
code no. Intended result Species 2 4 6 9 11 13 16 19 20 15 species identification
A L. anisa 4 94.0 v L. dumoffii ¢ v v 92.6  Not identified 8/10
(99.8) (<80)
B L. bozemanii [4 92.1 [4 v NT [4 (4 v 97.8  Not identified 8/9
(<80)
C L. dumoffii L.anisa ¢ 99.6 NT v v 98.0 L. bozemanii 7/9
94.0) (99.8)
D L. jamestowniensis 99.8  83.0 v 99.7 NT 98 v v NT L. dumoffii 7/8
(100)
E L. jordanis [4 94.6 980 v 95 v v v 97.7 988 10710
F L. longbeachae v 98.4 v 98.7 v v 4 4 98.3 L. jordanis 9/10
96.7)
(e ‘L. moravica’ 946 829 946 946 96.0 944 945 946 957  96.0 NA
H L. pneumophila 99.6 949 988 v 98 v (4 v 974 L. birminghamensis 9/10
92.3)
1 L. quinlivani v 88.9 v 4 NT 995 95 v NT L. pneumophila 7/8
(97.6)
] L. sainthelensi v NG 982 v NT v NG NG 971 NG 5/5
Centre Intended Tentative 0/9 6/8 0/9 0/9 0/4 0/9 0/8 0/8 5/7 0/8
score identification Confident 9/9 1/8 9/9 8/9 4/4 9/9 8/8 8/8 2/7 1/8
Combined 979 7/8 9/9 8/9 4/4 9/9 8/8 8/8 7/7 1/8

score

NT, not tested; NA, not applicable; NG, no growth.

“Sequence similarity values of 100% are indicated by ‘v’. Values 298.0% concordant with the intended identification were scored as ‘confident’; values of 80-98% were scored

as tentative; and values <80% were scored as ‘not identified’.
PResults for isolate G were not included in the analysis.

centres before the deadline, including seven
that had submitted results for Distribution 1
(Table 3). All but one centre correctly identified
all strains tested, and this centre only failed to
identify one strain. Furthermore, only two cen-
tres reported identifications that were not con-
sidered ‘confident’. One centre, which had sent
personnel for training at HPA Cfl, achieved an
improved score.

DNA sequencing platforms

In the first distribution, seven of ten centres
used ABI platforms, ie., ABI Prism 310, ABI

377, ABI 3100, ABI 3700 or ABI 3730 Genetic
Analyzers (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). The remainder used either the CEQ8000
Genetic Analysis System (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA) or the MegaBACE DNA
Sequencing Platform (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA). Similarly, in the second
distribution, ten of the 12 participants used one
of the ABI platforms listed above, one used the
CEQ8000 Genetic Analysis System, and one
used the MegaBACE DNA Sequencing Platform.
There was no apparent difference in the
sequence quality obtained with the different
platforms.

Table 3. Results obtained with the second Legionella distribution®

Centre no.
Study No. achieving correct
code Intended result 2 6 8 9 11 13 15 17 18 19 20 21 species identification
K L. bozemanii (4 v v [4 96.9 v 80.9 4 v 98 v v 12/12
L L. longbeachae v v v v 85.1 v 96.4 v v v v v 12/12
M L. jordanis v 99.8 v v 95.2 v 97.2 NT v 98 v v 11/11
N L. dumoffii v v 99.5 (4 97.5 v 98.9 v v 993 998 v 12/12
o L. bozemanii v v v v 95.5 99.8 99.1 v [4 989 v (4 12/12
r L. pneumophila v 99.5 v 99.7 NT 99.5 90.5 987 v 98.6 98.0 [4 11/11
Q L. oakridgensis v v 99.5 (4 94.4 v 99.6 (4 v v 99.6 v 12/12
R L. jamestowniensis 99.5 99.8 99.4 99.6 Not identified ¢ 99.3 NT NT v 98.5 v 9/10
(<80)

El L. pneumophila v v 99.6 v NT 4 v 91 v v v 4 11/11
T L. sainthelensis v v (4 (4 95.0 v 98.9 v [4 NT 998 [4 11/11
Centre  Intended Tentative 0/10 0/10 0/10 0/10 7/8 0/10 4/10 08 09 0/9 010 0/10
score identification Confident  10/10 10710 10/10 10/10 0/8 10710 6/10 88 9/9 9/9 10/710 10/10

Combined 10/10 10710 10/10 10/10 7/8 10710 10710 8/8 9/9 9/9 10/10 10/10

score

NT, not tested.

“Sequence similarity values of 100% obtained using mip are indicated by ‘v’. Values 298.0% concordant with the intended identification were scored as ‘confident’; values of

80-98% were scored as ‘tentative’; and values <80% were scored as ‘not identified’.

© 2007 The Authors
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DISCUSSION

It is now clear that genotypic methods are
essential in order to identify all species of Legio-
nella. Several such methods have been described,
but sequencing of the mip gene currently appears
to provide the best option. With increased use of
DNA sequencing in microbiological laboratories,
EQA schemes to monitor such techniques are
essential to ensure competence. To our knowl-
edge, the EQA scheme described in this report is
the first such large-scale study to evaluate geno-
typic methods for bacterial species identification.
The results obtained show clearly that identifica-
tion of Legionella spp. by mip gene sequencing
works well, and that most reference laboratories
can get the correct (intended) answer. While it is
acknowledged that best practice would be to
include only well-characterised isolates in EQA
panels, the mistake made in the inclusion of strain
G served to illustrate that putative novel species
can also be recognised using this method. The
study also revealed that training in DNA sequenc-
ing is sometimes necessary, and that good quality
training and increased experience lead to higher
quality and more reliable results.

No single system is perfect, and it is acknowl-
edged that one species, Legionella geestiana, is
known not to amplify with the primers described
above. Additional primers capable of amplifying
the mip gene from L. geestitna have been
described (e.g., 5-GTNACNGTNGANTANAC-
NGG together with Legmip_r) [16], or another
gene target, e.g., rpoB or rnpB, can be used [9,10].
Improvements to the current scheme are planned,
in both the practical methodology and the ana-
lytical strategy. The reverse amplification primer
described in the original method does not gener-
ate acceptable quality sequences consistently from
all species; however, alternative strategies can be
devised to circumvent this problem (B. Wullings,
personal communication).

Currently, identification of an unknown strain
with a species present in the database should
provide a similarity score of 98-100% with a
good-quality sequence. It is notable that although
the majority of wild-type strains in the panels
(17/20) had mip sequences identical to those of a
strain contained in the database, the maximum
similarity possible (100%) was clearly not
obtained by the majority of participants; however,
most correct identifications showed >98% simi-

© 2007 The Authors

larity. This suggests that the sequence text file
used for identification contained errors or ambi-
guities, most likely following submission of an
unedited or poorly edited sequence. In response
to these studies, an automated sequence quality
tool has been implemented, and this now helps to
prevent such misidentification. Single chromato-
gram files can be uploaded directly, and the
automated tool provides feedback on the quality
of the submitted trace file, based on the phred
algorithm [20,21], thus making the result less
subject to interpretive bias, although a minimum
length of 300 nucleotides is still recommended.
The ability to upload forward and reverse
sequence trace files is planned. As with all similar
databases, there is also a requirement for active
curation in order to add new profiles and infor-
mation.

Genotypic identification of Legionella spp. is an
essential requirement for reference laboratories.
Standard protocols, dedicated identification
libraries and online tools are valuable resources
to help achieve this goal. It is anticipated that
additional genes, including those coding for 165
rRNA, RpoB, RnpB and GroEL, will be added to
the current identification system to aid in the
polyphasic characterisation and identification of
known and potential novel members of this
genus. In addition, it is intended to augment the
Legionella spp. mip database to include represen-
tatives of species with different sequence types
(e.g., as above), together with relevant epidemio-
logical information. Contribution of novel
sequences or information relating to existing
sequences in different geographical regions is
welcomed by the curators.
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We report the results of an international external quallty assessment (EQA) program to assess the perfor-
mance of laboratories in genotyping Legionella p isolates using the standard European Working
Group for Legionella Infections sequence-based typing protocol Three coded distributions of L. pneumophila
isolates were sent to laboratories in 12, 14, and 20 countries, respectively. The data were returned by 11 of 16,
18 of 19, and 27 of 29 centers, respectively. Incomplete submission of data resulted in exclusion from certain
aspects of the analyses. The number of centers achieving 100% score, for all loci tested, rose successively from
50% (5 of 10) for the first EQA distribution, to 56% (9 of 16) for the second EQA distribution, to 76% (19 of
25) for the third EQA distribution. A number of additional centers made only a few errors (one to three) in each
distribution. Sequence data from the first two distributions were collected in flat text file format and using
specially developed software, the sequence quality tool (SQT), in the third distribution. The SQT allows users
to upload trace files in standard file formats, automates basecalling using phred and phrap software, contig
assembly, trimming, and matching against a reference library. The program described here allow users an
independent measure of sequence quality, and such schemes are vital in order to identify strengths and
weakness in centers responsible for the generation of genotyping data in legionella outbreak investigation. The
present study demonstrates that DNA sequence data can be highly reproducible but, when independently
assessed, in practice frequently falls short of this goal. However, experience and training in the methodology

results in increased performance.

Legionella infection can vary from mild respiratory illness to
acute life-threatening pneumonia and is acquired by inhalation
or aspiration of legionellae from a contaminated environmen-
tal source. Molecular typing of clinical and epidemiologically
linked environmental legionella isolates aids the identification
of sources of disease and the subsequent prevention of further
cases. Recently, the European Working Group for Legionella
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Infections (EWGLI) described a consensus sequence-based
typing (SBT) scheme and established an online database for
the characterization of isolates of L. pneumophila (11, 12, 15)
(http://www.ewgli.org). For this standardized method, defined
regions of six genes (flaA, pilE, asd, mip, mompS, and proA) are
amplified from genomic DNA, and PCR amplicons are se-
quenced using forward and reverse primers. Users then query
the database to identify predesignated alleles and so determine
the complete allelic profile comprising a string of the individual
allele numbers (e.g., 1,4,3,1,1,1).

In the research setting the SBT method has been shown to
be robust, to have excellent interlaboratory reproducibility,
and to yield epidemiological concordant results. Using this
methodology, isolates from cases of travel-associated legionel-
losis can be examined in one country, and the results can be
compared directly with those obtained by coworkers investi-
gating the likely environmental source and other linked cases
in another country (3, 8, 20, 22, 23). The public health, polit-
ical, and economic consequences can be significant, if the
source of infection is wrongly attributed (e.g., a hotel is erro-
neously implicated). Therefore, it is essential for the investi-
gating authorities to have confidence in quality of the typing
data reported.

The aims of this international, multicenter study were to (i)
assess the ability of national and regional reference laborato-
ries to correctly type coded distributions of L. pneumophila
isolates using the standard EWGLI SBT protocol and associ-
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ated web-based tools and (ii) seek to remedy any deficiencies
identified, by using a comprehensive external quality assess-
ment (EQA) program.

MATERIALS AND METHODS

Participants. The first two EQA distributions were open to European labo-
ratories who participate in the EWGLI microbiological studies. For the third
distribution, non-European laboratories that had expressed an interest in the
SBT methodology were also invited to participate. Participants from 16 centers
representing 12 countries took part in the first distribution, 19 centers in 14
countries participated in the second, and 29 centers in 20 countries participated
in the third. The majority of these centers act as a regional or national reference
laboratory for Legionella infections. These studies were coordinated by the Res-
piratory and Systemic Infection Laboratory, Health Protection Agency Centre
for Infections, London, United Kingdom.

Bacterial isolates. Clinical and environmental isolates were selected from the
EWGLI culture collection for inclusion in three distributions. The first distribu-
tion comprised 11 L. pneumophila serogroup 1 (sgl) isolates of which three pairs
of isolates were epidemiologically related; the second distribution comprised six
L. pneumophila sg1 and four non-sgl isolates, of which two pairs were epidemi-
ologically related. The same epidemiologically related pair (EUL 048 and EUL
056) and an unrelated isolate (EUL 137) were included in the first and second
distributions. The second distribution, also contained single locus variants
(SLVs): the allelic profile of the epidemiologically related pair (3,10,1,28,14,9)
was distinct from the allelic profile of an epidemiologically unrelated isolate at
one locus (pilE) (3,13,1,28,14,9); the third distribution comprised five L. pneu-
mophila sgl isolates, of which a pair of isolates were epidemiologically related
and another pair were SLVs. Isolates were coded prior to dispatch to blind the
participants to their identity (Table 1). Replicates of each isolate were prepared
on buffered charcoal yeast extract agar (Oxoid) slopes and then dispatched to
each participant by courier. The first distribution was dispatched in August 2003,
the second was dispatched in October 2004 and the third was dispatched in
January 2006. With each distribution, the coordinating center provided detailed
instructions for completion and submission of results.

(i) First EQA distribution. Each center was asked to examine the 11 coded L.
pneumophila sgl isolates (no. 1 to 11) using the standard SBT protocol described
by Gaia et al. (12) for five of the six targets. One allele (mompS) had been shown
to give occasional sequence ambiguity using the original primers (12); therefore,
participants were instructed to use a different combination of primers for the
primary PCR amplification of this locus (11).

DNA sequence analysis. Participants were instructed to generate consensus
sequence of the correct length by aligning forward and reverse sequences against
a reference sequence. The trimmed reference sequence for each allele was
available for download from the EWGLI SBT database pages (http://www.ewgli
.org). No specific software package was stipulated for contig assembly.

Allele identification. Alleles (submitted as flat text files) were identified by
comparison of consensus sequences with the sequences of preexisting alleles held
in the dedicated online EWGLI SBT database. The database returned an allele
type, e.g., 1, when a submitted sequence showed a 100% match to a predesig-
nated allele type. Sequences with < 100% match were identified as the closest
match to a preexisting allele type with the number of mismatches specified.
Additionally bioinformatic algorithms supporting the database returned an align-
ment with mismatches highlighted.

Reporting arrangements. Results were submitted to the coordinating center
by completing and returning a questionnaire indicating the SBT allelic profile for
each coded isolate. This form also detailed other information such as the se-
quencing chemistry; sequencing platform; PCR thermocycler manufacturer and
model; the DNA analysis software and version used for contig assembly.

Scoring of participant results. Analysis of submitted results was undertaken by
the coordinating center and each participating center was provided with a report
summarizing the results of the first survey. Participants were each given a con-
fidential center number. Each intended allele for each isolate was scored as “1,”
incorrect alleles were scored as “0” (maximum score of 6 per isolate). The
number of correct alleles for all isolates was calculated and expressed as a
percentage. The inclusion of data for the mompS allele was considered optional;
therefore, participants who only reported results for five alleles were scored out
of 55, while those who examined all six were scored out of 66. Separately,
participants were scored for the number of isolates for which they reported the
intended allelic profile (maximum score of 11) and the number of epidemiolog-
ically related pairs which were given the same profile (maximum score of 3).
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TABLE 1. Epidemiologically related and unrelated clinical and
environmental isolates of Legionella pneumophila serogroup 1
and non-serogroup 1 included in the three EQA distributions

Study code” EUL? no.  Serogroup  Source* SBT profile
First EQA
distribution
1 008 1 C 2,3,9,10,2,1
2 032 1 C 2,10,18,10,2,1
3 033 1 C 3,6,1,14,149
4 040 1 C 11,14,16,1,15,13
5 047 1 E 11,14,16,1,15,13
6 048 1 C 5,2,22,27,6,10
7 056 1 C 5,2,22,27,6,10
8 073 1 C 3,4,1,1,14,9
9 079 1 C 3,4,1,1,14,9
10 100 1 C 7,6,17,3,13,11
11 137 1 E 6,10,15,28,9,14
Second EQA
distribution
12 (11) 137 1 E 6,10,15,28,9,14
13* 153 6 C 3,13,1,28,14,9
14* 154 8 C 3,10,1,28,14,9
15* 155 8 E 3,10,1,28,14,9
16 156 10 C 2,10,3,28,9,4
17 157 1 E 1,43,1,1,1
18 048 1 C 5,2,22,27,6,10
19 (7) 056 1 C 5,2,22,27,6,10
20 025 1 C 4,8,11,10,10,12
21 121 1 C 4,7,11,3,11,12
Third EQA
distribution
164 1 C 5,1,22,30,6,10
23 165 1 C 3,4,1,1,14,9
24 166 1 C 3,4,1,1,14,9
25* 167 1 C 5,1,22,10,6,10
26 168 1 C 5,10,22,15,6,2

“ Epidemiologically related pairs are indicated in boldface. *, SLV.
» EUL, European Union Legionella culture collection.
“C, clinical isolate; E, environmental isolate.

(ii) Second EQA distribution. Each participant was asked to examine 10 coded
L. pneumophila (6 sgl and 4 non-sgl) isolates (no. 12 to 21) using the revised
SBT protocol (11). Participants were instructed to sequence at least four of the
six targets for all isolates.

DNA sequence analysis. DNA sequence analysis was performed as described
above for the first EQA distribution.

Allele identification and reporting arrangements. Allele identification and
reporting arrangements were essentially as described for the first EQA distribu-
tion, but in addition the submitted alleles were captured online (as flat text files)
for later review by the coordinating center. Participants also completed and
returned their results via a questionnaire form as previously.

Scoring of participant results. Analysis of the submitted results was under-
taken by the coordinating center as described for the first EQA distribution,
except that for the second EQA study a global report on all results was also made
available on the EWGLI website. Participants were scored as described previ-
ously, for sets of results returned via questionnaire, and for sets of results
captured via web-based tools: the best set of results for each center was reported.
Centers that only returned sequences from four genes were scored out of 40,
those sequencing five genes were scored out of 50, and those sequencing all six
genes were scored out of 60. Separately, participants were scored for the number
of isolates for which they reported the intended allelic profile (maximum score of
10) and the number of epidemiologically related pairs which were given the same
profile (score 2) and for correctly distinguishing the SLVs (score 1) (combined
maximum score 3).

Error analysis. By review of the submitted text files, the coordinating center
attempted to classify any incorrect allele designations into either process errors
(PE) (e.g., the allele reported was present in a isolate in the panel but was
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TABLE 2. Results from participating centers for the three EQA distributions”
First EQA distribution Second EQA distribution Third EQA distribution

Centre Allele score Profile EC Allele score Profle  EC/SLV Allele score Profile  EC/SLV

no. _ score score _ score score Error _ score score Error
No. % (11) ?3) No. % (10) 3) No. % ©) 1®)

2 66/66 100 11 3 60/60 100 10 3 NA 30/30 100 5 2 NA
3 55/55 100 11 3 60/60 100 10 3 NA 30/30 100 5 2 NA
6 66/66 100 11 3 60/60 100 10 3 NA 30/30 100 5 2 NA
11 55/55 100 11 3 56/60 93 7 1 PE 28/30 93 3 1 PE
16 55/55 100 11 3 58/60 97 8 2 PE 30/30 100 5 2 NA
20 65/66 98 10 3 60/60 100 10 3 NA 29/30 97 4 1 PE
8 64/66 97 10 3 60/60 100 10 3 NA 29/30 97 4 1 PE
13 56/66 85 4 2 60/60 100 10 3 NA 30/30 100 5 2 NA
9 52/55 95 8 2 56/60° 93 10 2 NA
15 47/66 71 0 1 56/60 93 8 1 PE/SE 30/30 100 5 2 NA
7 50/50 100 10 3 NA
12 40/40 100 10 3 NA 30/30 100 5 2 NA
14 59/60 98 9 2 SE 30/30 100 5 2 NA
18 58/60 97 8 3 PE 30/30 100 5 2 NA
19 51/60 85 7 3 PE/SE 30/30 100 5 2 NA
17 56/60 93 6 0 PE/SE
1 30/30 100 5 2 NA
22 30/30 100 5 2 NA
23 30/30 100 5 2 NA
24 30/30 100 5 2 NA
25 30/30 100 5 2 NA
26 30/30 100 5 2 NA
27 30/30 100 5 2 NA
29 30/30 100 5 2 NA
30 30/30 100 5 2 NA
5 29/30 97 4 1 PE
31 27/30 90 3 0 SE
4 19/30 63 0 0 SE

“ Centres who achieved a score of 100% are indicated in boldface. EC, epidemiologically concordant. Two error classes were used: PE (e.g., the right allele attributed
to the wrong isolate) and SE (e.g., an allele was identified which was novel or not in the EQA distribution). NA, not applicable.

® mompS$ was not tested for 4 of 10 isolates.

attributed to the wrong isolate due to isolate switching, clerical error, or misla-
beling of DNA sequence trace files) or to DNA sequencing errors (SE) (e.g., due
to low quality DNA sequence data or erroneous editing, such that an allele was
reported that did not exist in the database or which did exist but was not
represented by any isolate in the panel).

(iii) Third EQA distribution. Each participant was asked to test a panel of five
L. pneumophila sgl isolates (no. 22 to 26) using the SBT protocol described by
Gaia et al. (11). Participants were instructed to amplify and sequence all six loci.

DNA sequence analysis and allele identification. Participants were asked to
analyze their data in two ways; firstly, as described above for the first EQA
distribution, and secondly, using a newly developed automated sequence quality
tool (SQT) accessible via the EWGLI website (http:/www.ewgli.org).

SQT. This online SQT uses a web-based interface accessible via any standard
internet browser, e.g., Firefox (Mozilla) or Internet Explorer (Microsoft Corp.),
thus providing ready access for both the user and curator(s) of a database. The
web pages are constructed dynamically using the perl programming language and
cgi functionality hosted on a UNIX-based web server (21). The design of the
application allows users to upload forward and reverse trace files, in standard file
format (*.scf) (5) or ABI trace file format (*.abi) (Applied Biosytems), for
individual SBT alleles. The tool then attempts to carry out base-calling on the
uploaded traces using Phred software (version 0.020425.c) (6, 7), assembles
contig(s) from the traces using the Phrap software (version 0.990329) (14), finds
start and end (reference) positions in the contig, trims the contig using these
positions, and then matches the trimmed contig against the preexisting allele
sequences in the SBT database to give either an exact match or a closest match
with the number of mismatches between the closest match and the uploaded
sequence. The tool also produces a sequence quality report for each uploaded
contig and generates a six-figure allelic profile (e.g., 3,4,1,1,14,9), as well as
indicating whether the obtained allelic profile is of a novel combination (21). The
quality scores are logarithmically linked to error probabilities, as called by the
Phred software.

Scoring of participant results. Analysis of submitted results was undertaken by
the coordinating center as described for the second EQA distribution. Partici-
pants were scored as described previously (i.e., for results returned via question-
naire) and for results captured via the SQT: their best set of results was recorded.
Centers were scored out of 30. Separately, participants were scored for the
number of isolates for which they reported the intended allelic profile (maximum
score of 5) and for giving the epidemiologically related pair the same (intended)
profile and correctly distinguishing the SLVs (combined maximum score of 2).

Error analysis. Error analysis was as described for the second EQA distribu-
tion.

DNA sequencing platform and data analysis software. In these studies, DNA
sequencing was performed “in-house” or using a commercial provider on one of
the following sequencing platforms: an ABI 310, 3100, 377, or 3730 DNA genetic
analysis system (Applied Biosystems); a CEQ 8000 DNA analysis system (Beck-
man Coulter); or a Molecular Dynamics MegaBACE 1000 (Global Medical
Instrumentation). Participants also used DNA analysis software, including
BioNumerics and Kodon (Applied Maths), Bio-Edit (Ibis Therapeutics), ABI
Prism AutoAssembler and SeqScape (Applied Biosystems), Lasergene editseq
and megalign (DNASTAR), Chromas (Technelysium, Pty, Ltd.), Readseq
(EMBL-EBI), Vector NTI (Invitrogen), or Align IR (LI-COR).

RESULTS

First EQA distribution. SBT results were obtained from 11
of 16 centers, one of which only tested two targets and there-
fore was excluded from further analysis. Five centers achieved
the maximum score (100%), correctly identifying the allelic
profile for the entire panel (two centers tested all six targets
and three centers tested five targets) (Table 2). Of the remain-
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ing centers, center 20 made a single error reporting one allele
as “novel” (i.e., not found in the database); center 8 misiden-
tified two alleles of isolate 1 reporting the profile as
“2,3,9,10,1,5” instead of “2,3,9,10,2,1” (neither of the two mis-
identified alleles were represented elsewhere in the panel);
center 13 reported an exact match to a predesignated allele
type (included in the panel) for all of the targets tested (how-
ever, it misidentified the allelic profiles of 7 of 11 samples,
presumably due to a “mix-up” of isolates or data labeling
problems); center 9 obtained three errors, of which all were
instances where “novel” alleles were reported; and center 15
recorded the lowest score (71%), submitting =1 error for all
isolates. Seven of ten centers correctly identified the allelic
profiles of the three pairs of epidemiologically related isolates,
scoring 3/3 (Table 2).

Second EQA distribution. SBT results were received from
18 of 19 centers, of which 16 centers tested at least four targets
for the entire panel (Table 2). The two centers submitting data
from <4 loci were excluded from further analysis. Eight cen-
ters achieved the maximum score (100%), correctly identifying
the allelic profile for the entire panel (six centers tested all six,
one tested five, and one tested four loci), thirteen centers were
able to correctly identify the allelic profiles of the two epide-
miologically related sets, and twelve centers were able to dif-
ferentiate between the SLV isolates. Center 9 correctly iden-
tified all 56 alleles they examined but only scored 93% (56 of
60) since they did not report results for the mompS locus for 4
of 10 isolates.

For centers that failed to achieve 100%, review of their
submitted text files allowed the coordinating center to catego-
rize each error as either a PE or SE. Centers 16 and 18 each
made two PE (two alleles switched) and center 11 made four
PE (two pairs of alleles switched). Centers 14, 15, 17, and 19
made one, four, four, and nine errors, respectively, most of
which were SE. Four of the five centers that failed to achieve
100% in the first EQA distribution took part in this assessment
and showed improved performance (three centers obtained a
maximum score of 100%). It is noteworthy that the score from
center 15, which had received training at the coordinating
center between the two assessments, increased from 71 to 93%.

Third EQA distribution. Results were received from 27 of 29
centers, of which 25 had tested the six targets for the entire
panel (Table 2). Of these 25 centers, 19 (76%) achieved a
maximum score (100%), correctly identifying the allelic profile
of all five isolates, including the related pair and the two SLVs.
Of the remaining six centers, two centers correctly identified
the epidemiologically related pair, and two centers were able
to differentiate the two SLVs.

In this distribution participants used the SQT for data sub-
mission; thus, the coordinating center was able to review the
submitted DNA sequence trace files to investigate the possible
causes of the errors. Centers 5, 8, and 20 each made a single
PE; center 11 made two PE. Only two centers made SE (cen-
ters 4 and 31 making 11 and 3 SE, respectively).

Overall performance. The overall performance scores im-
proved on each successive EQA distribution: 50% (5 of 10) of
participants achieved the maximum score for the first EQA,
56% (9 of 16, including center 9) for the second, and 76% (19
of 25) for the third. Nine centers reported valid sets of results
for all three EQAs, of which three centers scored 100% (156 of
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156 alleles correctly identified), two scored 99%, and one each
scored 98, 96, 94, and 85%. Improvement in the performance
of individual laboratories was most marked for center 15,
whose score increased from 71 to 93 to 100%.

DNA sequencing platforms. The majority of centers partic-
ipating in the present study used an ABI sequencing platform.
However, there was no apparent difference in the sequences
quality obtained with other platforms.

DISCUSSION

Since the description of the first multilocus sequence typing
scheme for Neisseria meningitidis in 1998 (17), the character-
ization of bacterial pathogens by comparison of their DNA
sequence data has become widespread. The popularity of this
approach is due mainly to the widely held view that it is “a
portable, universal, and definitive method for characterizing
bacteria” (16, 17). Indeed, it was these features that led mem-
bers of EWGLI to develop a DNA sequence-based typing
method for L. pneumophila which, after several iterations, has
now been adopted as the standard typing method for this
organism (11). However, to realize the full potential of DNA
sequence-based typing methodologies, it is necessary for a lab-
oratory to be able to consistently produce high-quality DNA
sequence data. Although it is often assumed that this goal is
easily achieved, there are few published studies that have ex-
plicitly addressed this issue (1, 19). Such studies have in the
main have focused on clinical diagnostics for mutational or
single nucleotide polymorphism analysis; there are few data on
the external assessment of laboratory performance in DNA
sequence analysis for typing of microorganisms (1, 2, 18), and
these studies vary in the starting material used (e.g., isolate or
DNA) and in the use of user-independent assessment of se-
quence quality. In this context the members of EWGLI felt it
was imperative to establish an EQA scheme to assess their
ability to reliably undertake SBT of L. pneumophila.

The first EQA distribution was distributed to 16 laboratories
in August 2003, shortly after the SBT method was first re-
ported (12). The fact that half the participants who returned
data (5 of 10) scored 100% in the assessment clearly demon-
strates that SBT can provide highly reproducible, unambiguous
data. However, contrary to initial expectations, the other five
laboratories did not achieve 100%, reporting between 1 and 19
incorrect, or invalid, alleles of the 55 or 66 they examined.
Since the organizers had not anticipated that so many errors
would be made, the EQA reporting system was not designed to
collect data to determine the nature of these errors. Neverthe-
less, it appeared that while some problems were due to the
actual process of the EQA itself (e.g., switching of isolate or
data during analysis or reporting) some were undoubtedly due
to technical problems, resulting in low-quality DNA sequence
data. After this first EQA distribution, the coordinating center
offered training and advice to some laboratories that had little
previous experience of DNA sequencing, and EWGLI made
some changes to the standard SBT protocol (11).

A larger number of laboratories (n = 19), registered for the
second EQA distribution (October 2004), including the 10
centers that returned results from the first distribution. In an
attempt to differentiate the errors caused by the actual EQA
process (herein called PE) from errors caused by poor tech-
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nique (SE), for this assessment, in addition to the allelic pro-
files of the coded isolates, the actual DNA sequence flat text
files used to assign alleles were also captured by the online
database. Again, approximately half (9 of 16, including center
9) of the participants achieved a maximum score, but a sub-
stantial number did not. Review of the captured flat text files
from these laboratories allowed the coordinating center to
classify the type of errors made. For three participants (includ-
ing two that had scored 100% in the first EQA), all of the
errors made were PE, but for four laboratories DNA SE were
the main cause.

It was clear from the results of these first two EQA distri-
butions that, while in experienced hands the SBT is an excel-
lent method, in less-experienced hands problems with DNA
sequence quality are frequent. Of the few DNA sequencing
methodologic studies reported, one of the most revealing sta-
tistics was that the association between laboratory perfor-
mance and the number of sequencing assays per year was
statistically significant (1).

After the second distribution described above, the original
DNA sequence trace files were requested from several centers
for review by the coordinating center (data not presented).
Comparison of these trace files against the actual flat text files
submitted to the database indicated that where a laboratory
obtained a low-quality DNA sequence trace, either by using
software or by manual editing, they generated an unambigu-
ous, but erroneous, DNA sequence text file which, when sub-
mitted to the database, identified an incorrect or “novel” allele.
In an attempt to remove this important source of user error,
bespoke software was written, incorporating the well-estab-
lished phred and phrap algorithms, to provide an online DNA
SQT (21). Diverse data, in terms of sequence string length and
quality of management data, were reported from the European
Union-funded sequencing program EQUALseq by Ahmad-
Nejad et al. (1). The authors of that study emphasized the need
to edit sequence data in order to generate valuable informa-
tion. Although this approach has merit if the user is experi-
enced, our approach differs fundamentally by using dedicated
software to remove user bias.

The third EQA distribution was distributed in January 2006. By
this time, the use of the EWGLI SBT method had increased to
the extent that, in addition to EWGLI laboratories, coworkers in
Australia, Canada, Japan, and the United States were also using
this methodology (3, 4, 13, 22, 23). Consequently, participation
was invited from this wider group, and a smaller EQA panel of
five isolates was distributed to 29 centers in 20 countries. In
addition to asking participants to submit data via the online da-
tabases, they were asked to submit data via the new SQT. Overall,
the results of this third EQA were very encouraging, with 19 of 25
(76%) of participants achieving the maximum score. Of the six
participants that failed to achieve 100%, four each made a single
PE resulting in duplication (one instance) or switching (three
instances) of data. Only two participants had technical DNA
sequence problems, and both of these participants have only
limited experience with the SBT method. The use of the auto-
mated SQT by participants clearly helped improve overall per-
formance by providing a uniform, objective, and standardized
measure of DNA-sequence quality.

Results from these EWGLI multicenter EQA studies illus-
trate that SBT (together with the dedicated web-based tools) is

EQA OF DNA TYPING FOR LEGIONELLA PNEUMOPHILA 3255

a rapid, robust, reproducible, and widely applicable method for
the typing of L. pneumophila. It allows laboratories to distin-
guish with a high degree of discrimination between epidemio-
logically related and unrelated isolates and to transit these data
with high fidelity between coworkers around the world. The
degree of reproducibility achieved by some participants across
the whole study is much higher than has been reported for any
other method of typing L. pneumophila assessed by coded
panels (9, 10). However, given the potential of the methodol-
ogy and the consequences of reporting erroneous results, not
all laboratories performed SBT to a high enough standard.
Two problem areas stand out: inexperience and poor labora-
tory practice. Training of less-experienced laboratories was
clearly beneficial in these studies (e.g., center 15, whose score
increased from 71 to 100%), and we would strongly recom-
mend that laboratories should not use the SBT method in real
investigations until they have trained staff and have demon-
strated competence (e.g., through participation in EQA
schemes such as this). In some instances even highly experi-
enced laboratories made errors, but these appeared to be due
poor laboratory practice (e.g., poor or illogically labeled DNA
sequence files which become switched) rather than technical
problems. Although it might be argued that some of these PE
are artifacts of an EQA scheme, it should be remembered that
investigations of legionellosis are typically undertaken at short
notice with very tight deadlines, and it is in just such situations
that simple errors are most likely to occur. One solution to this
problem is to prepare “best practice” guidelines that provide,
among other things, clear guidance of the logical designation
of DNA sequence data filenames, but currently these are lack-
ing. It should also be noted that the phred and phrap software
are not able to analyze all sequence trace file formats. Thus,
additional methods of ensuring the quality of sequence from
such platforms are required.

Compared to DNA fragment-based techniques, such as
pulsed-field gel electrophoresis and amplified fragment length
polymorphism analysis, DNA sequencing offers much greater
reproducibility. However, as the use of the SBT method in-
creases, it is imperative to constantly improve and assess lab-
oratory performance. We believe that EQA schemes, such as
that described here, are essential, and indeed others have em-
phasized the call for mandatory participation in EQAs (1).
Such participation should provide a greater degree of confi-
dence in laboratories responsible for reporting microbiological
genotyping data, particularly with its increasing use in medi-
colegal cases.
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