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SUMMARY

Legionella pneumophila serogroup 1 (LPSgl) is the prevalent cause of legionellosis in many geographical areas of
the world. LPSgl infection may presents a severe pulmonary disease whose clinical picture is undistinguishable
from that of other pneumotropic agents. In addition, a low clinical suspicion and some limitations in diagnostic
tests (overall the lack of a “gold standard”) make a correct diagnosis of legionnaires’ disease easy to be missed.
To provide a rapid and suitable diagnosis in patients with clinical signs and symptoms resembling legionnaires’
disease, specific antibodies (IgM and 1gG) against LPSg1l were detected in 25 sera collected from 22 male and
female subjects using a rapid ELISA test (Legionella Chorus). Results were compared with those obtaiened by a
standard ELISA (Legionella Vircel), which was set as the reference.

In addition, a total of 16 urine specimen from individual patients were furtherly assessed for LPSgl antigen by
a rapid immunochromatographic test (BinaxNOW Legionella).

In a control group of 104 healthy subjects, IgM and IgG Legionella Chorus specificity values were 99%. Agreement
of IgM and 1gG values with those obtained by the Legionella Vircel test were 98% and 95.5%, respectively.

In patients with confirmed legionnaires’ disease, IgM agreement between the above reported tests was 88%; IlgM
Legionella Chorus sensitivity was 88%.

LPSgl urine antigen was positive in 12 out of 16 examined specimen. Among these, 9 showed IgM positive sera.
Conversely, 4 patients with IgM positive sera were negative upon urinary antigen.

Although antigen detection remains the method of choice to diagnose LPSgl infection, the combination antigen
detection plus rapid serology methods provides an additional tool for rapid diagnosis.
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INTRODUZIONE mialgie. L'esame RXx rivela uno o piu infiltrati

La legionellosi 0 Madlattia dei Legionari € una
severa formadi polmonite causata da Legionella
pneumophila, clinicamente indistinguibile da altre
forme infettive polmonari. Dal punto di vista epi-
demiologico, Legionella pneumophila sierotipol
e responsabile del 91% dei casi di legionellosi in
USA (13) e del 95% dei casi in Europa (1,14,15).
Per contro, in Austraia e Nuova Zelanda
Legionella longbeachae & I’ agente eziologico nel
50% dei casi (16).

Lamalattiasi presenta con esordio brusco, febbre
elevata, tosse non produttiva e insufficienza respi-
ratoria, a cui Si possono accompagnare stato con-
fusionale con iposodiemia, vomito, diarrea, artro-

essudativi localizzati in diverse aree polmonari
(3).

La diagnosi di legionellosi € un rompicapo per il
clinico a causa di una serie di fattori negativi, a
partire dallanon specificita dei sintomi, dalla qua-
lita del test di laboratorio e, non ultimo, dal pre-
giudizio di considerare |’'infezione come *“esoti-
ca’(14). Viceversa, Legionella pneumophila € uno
dei piu comuni agenti eziologici di polmonite,
responsabile del 1-5% delle infezioni comunitarie
e del 5-10% di quelle nosocomiali (1,5,14,15).

Il quadro clinico non specifico dell’ infezione con-
tribuisce ad un approccio diagnostico spesso
intuitivo, che ha ricadute negative sull’ appropria-
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tezza delle richieste di esami di laboratorio
(14,15). Da parte sua, il laboratorio presenta un
ampio arsenae di test, diretti e indiretti, differenti
per efficienza e significato diagnostico, talvolta
difficilmente interpretabile dal clinico (1,5).

Tra i test diretti, I’esame colturale mira all’isola-
mento microbiologico di Legionella pneumophila
in terreni selettivi arricchiti (BCYE), partendo da
campioni di escreato, sangue, lavaggio bronco-
aveolare. || metodo colturale e ancora ritenuto il
“gold standard” diagnostico; tuttavia, i lunghi
tempi di risposta ed unainsoddisfacente sensibilita,
variabile tra 10-80%, in relazione dla qualita del
campione, nelimitano sempre piu I’impiego (1,14).
[l test con tecnica di immunofluorescenza diretta
(IFD) é piu rapido, marichiede personale esperto,
buona qualita del campione, spesso difficile da
ottenerein pazienti con tosse non produttiva; inol-
tre, esso € inficiato da cross-reazioni con
Bacteroides fragilis, Pseudomonas sp ed ha una
sensibilita stimata tra 25-60% (1,5,14,15).
L’impiego di un test elisa per laricerca qualitativa
di antigene di Legionella pneumophila sieratipol
ha rappresentato nella routine diagnostica una
rilevante innovazione, ulteriormente migliorata
dall’impiego di un test rapido basato sulla tecnica
immunocromatografica (1,8,9,14,15).

Quest’ ultimo ha in larga misura sostituito i test
diretti, almeno nelle aree in cui Legionella pneu-
mophila sierotipol ha piu larga diffusione
(13,15,16,17,18). L antigene solubile appare pre-
cocemente, gia dopo un giorno dall’inizio dei sin-
tomi e persiste per giorni e settimane
(6,8,9,12,14,15). La sensibilita s attesta tra 70-
100%, mentre la specificita sfiorail 100% (1,14).
I metodi di amplificazione genica per la ricerca
del DNA di Legionella pneumophila costituiscono
potenzialmente una rivoluzione metodologica,
poiché sono in grado di poter rilevare tutte le spe-
cie. Tuttavia, I’ esecuzione dei test, oltre che esse-
re laboriosa, risente di una mancata standardizza-
zione analitica nell’impiego diagnostico. Da cio
deriva I’ampia variabilita dei risultati ottenuti in
differenti tipologie di studio, con evidenze di sen-
sibilita che variano tra 11-100% (1,4,10,14).

L a recente innovazione rappresentata dal metodo
“Real Time” PCR appare molto promettente, con
eccellenti livelli di sensibilita e specificita (1,3,4);
il suo impiego nel laboratorio diagnostico, con
procedure semplificate e a basso costo, oltre lo
stretto ambito della ricerca, costituirebbe un
importante salto di qualita.

Tra i test indiretti, il presidio tradizionale della
diagnosi di legionellosi s hasa sulla risposta
immunologica specifica generata dall’infezione,
con comparsa di IgM dopo circa 10-14 gg e 1gG
prodotte dopo 4-6 settimane. Latardiva produzio-
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ne anticorpale sembra ridurne le potenziaita dia-
ghostiche; tuttavia, nel breve arco temporale di
prima diagnosi, ampiamente variabile, |'appari-
zione precoce di IgM pud addirittura rivelars
I"unico indizio specifico d'infezione (1,5,14,15).
Con tale vasto potenziale a disposizione, ma in
assenza di un vero “gold standard”, il laboratorio
dovra quindi scegliere un percorso diagnostico
semplice e razionale, tenendo bene in mente due
fattori irrinunciabili: larapiditadi risposta al que-
sito clinico e’ efficienzadel test impiegati. Si puo
ipotizzare alo scopo un uso combinato di test
rapidi, per la ricerca di significativi marcatori
d'infezione, che compaiono nei fluidi biologici in
tempi differenti durante I'infezione: frazioni
costitutive specifiche del germe (antigene solubi-
le), e anticorpi specifici di classe IgM e I1gG, con-
seguenza di una specifica risposta immunol ogica.
Lo studio si propone di dimostrare I’ efficacia
diagnostica di un test elisa rapido impiegato per
laricercanel siero di IgM anti- Legionella pneu-
mophila sierotipol, immediatamente eseguibile
anche con singolo device su mini-analizaatore
automatico; verificare il miglioramento diagno-
stico con |'aggiunta di un secondo test rapido
per laricercadi antigene di Legionella pneumo-
phila sierotipol.

MATERIALI E METODI

Nel periodo gennaio 2008 — marzo 2009 furono

selezionati 22 casi di infezione da Legionella

pneumophila sierotipol in soggetti maschi e fem-
mine adulti, connotati da segni clinici compatibili
con quadri di legionellosi, secondo criteri altrove
definiti (3). Per ladiagnosi di laboratorio un tota-
le di 25 campioni di siero e 16 campioni di urina

furono raccolti per la ricerca, rispettivamente, di

IgM e 1gG anti- Legionella pneumophila sieroti-

pol e dell’antigene solubile specifico. Di tre

pazienti pervennero due campioni di siero (acuto

e convalescente) e due campioni di urina distan-

Ziati nel tempo.

Per lo studio furono impiegati:

e un test elisa rapido a singolo device, per la
ricercadi IgM e 1gG anti- Legionella pneumo-
phila sierotipo 1 , eseguito in completa auto-
mazione su mini-analizzatore Chorus (Diesse
Diagnostici, Siena, Italia);

e un test elisa classico di confronto per la ricer-
ca di anticorpi di classe IgG e IgM anti-
Legionella pneumophila sierotipol (Vircel
S.L., Granada, Spagna);

e un test rapido immunocromatografico (IC) per
ricercadi antigene solubiledi Legionella pneu-
mophila sierotipol su campioni di urina non
concentrata (Legionella NOW — Binax, USA);

e test di confermaper 1gG e lgM specifiche con
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tecnica di immunofluorescenza indiretta (1FI)
(Focus Inc, USA —Alifax, Itaia).

RISULTATI

Il test elisa rapido Chorus fu in precedenza con-
frontato con il test elisaVircel nellaricercadi IgM
e 1gG, esaminando 104 sieri di soggetti sani, 14
sieri con elevata lipemia, 20 sieri con emolisi. La
concordanza tra i due test fu del 98% per IgM e
95,2% per 1gG (Tabella 1; Tabella 2). Nessuna
positivita aspecificafu riscontratanel sieri lipemi-
ci ed emolizzati (dati non mostrati).

La ricerca di IgM anti-Legionella pneumophila
sierotipol nei 25 sieri risultd concordemente posi-
tiva con entrambi i test sierologici in 19/25 (76%);
concordemente negativain 3 casi, nei quali avven-
ne la successiva sieroconversione di tipo IgM nel
campioni di siero convalescente (Figural).

| tre sieri discordanti IgM Chorus positivi/Vircel
negativi ebbero conferma positiva al test IFl
IgM. La sensibilita del test IgM Chorus fu 88%.
La ricerca di 1gG anti- Legionella pneumophila
sieratipol fu concordemente positivain 7 sieri e
negativa con entrambi i test in 17 (Figura Il)
Laricercadi antigene urinario eseguitasu 16 cam-
pioni di urinarisultd positivain 12 casi e negativa
in quattro; 12 pazienti antigene positivi mostrava-
no contemporanea positivita al test IgM Chorus
in 9 casi; mentre 4 cas antigene negativi risulta-
rono IgM Chorus positivi (Figuralll).
Nell’impiego combinato di test sierologico IgM
Chorus e test antigenico urinario, i 16 pazienti
esaminati risultavano: positivi ad entrambi i test
in 9 casi; antigene positivi/IgM negativi in 3 casi;
IgM positivi/antigene negativi in 4 (FiguralV).
Tutti i 13 soggetti IgM Chorus positivi ebbero
conferma al test IFI-IgM (dati non mostrati).

Discussione

| dati complessivi dello studio dimostrano I’ affida
bilita del test IgM Chorus, il cui valore diagnostico
e confermato in larga parte dal contestuale riscontro
dell’ antigene urinario di Legiondlla; inoltre, il test
caratterizzaper larapiditadi esecuzione, I’ economi-
cita derivatadall’ uso di un singolo supporto.
Assumendo come fondamentali gli elevati standard
di qualitadel test impiegati e la rapidita di risposta
al quesito clinico, il contributo diagnostico del 1abo-
ratorio appare rilevante, se non decisivo. La con-
cordanza del test rapido IgM-Chorus con il classico
test elisa mostra livelli di eccellenza, in un ambito
epidemiologico a bassa prevalenza infettiva.
Riguardo alla sensibilita, i nostri dati osservazio-
nali, corredati da una generica definizione tempo-
rale dei sieri, non sono confrontabili con quelli di
studi allo scopo dedicati; piuttosto, illustrano
lacapacitadi un test rapido di rilevare la presenza
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non casuale di differenti marcatori diagnostici in
pazienti con segni clinici acuti di legionellosi.
Cio e mostrato nella nostra esperienza dall’ evi-
denza che IgM anti- Legionella pneumophila sie-
rotipol erano presenti nel 88% dei sieri, a di
sopradei dati riportati in altri studi (1,14,15).
Altrettanto evidente risulta il miglioramento del-
I’ efficacia diagnostica derivata dall’ impiego com-
binato della ricerca dell’ antigene di Legionella in
campioni di urina con la determinazione di IgM
specifiche. Tale concetto sembraaltresi conferma-
to da un recente report relativo ad un cluster epi-
demico, in cui venne utilizzato un identico test
elisa classico (15). In quello studio la sensibilita
per IgM anti- Legionella pneumophila sierotipol
variava dal 30% e a 72%, in relazione all’ esame
sul primo o sul secondo siero, rispettivamente,
mentre I’uso combinato del test sierologico e di
quello antigenico permetteva di raggiungere una
sensibilita del 84%.

Nei cas di negativitd, in cui permane un forte
sospetto di legionellosi, appare invece indispensa
bile il ricorso al’esame di un secondo campione
per la dimostrazione della sieroconversione €/o
dellacomparsaurinariadell’ antigene di Legionella,
come mostrato in tre casi dello studio.

Tutto cio induce aconsiderarei sieri esaminati nel
nostro studio quali primi campioni “tardivi” o
potenziali secondi campioni e, dmeno nei casi di
concordante positivitadi IgM e di antigene urina-
rio, interpretabili come veri indicatori d’infezione
da Legionella pneumophila sierotipol.

Il test rapido per laricerca di antigene urinario si
e rivelato diagnostico in 12/16 campioni; in tre
cas antigene solubile risultd positivo in tutti i
primi campioni, con conferma nel secondi cam-
pioni inviati.

La ricerca contemporanea di IgM e Ag urine
aumento la sensibilita a 13/16. Tutti i 16 pazienti
risultavano positivi ad almeno uno dei due test.
Gli anticorpi di classe 1gG anti- Legionella pneu-
mophila sierotipol fornirono per contro un debo-
lissimo contributo diagnostico in prima diagnosi.
In nessun siero erano presenti 1gG come singolo
marcatore d'infezione.

Pur concordando sulla possibile lunga persisten-
zadi IgM e talora anche dell’ antigene (1,13,14),
in pazienti con fondato sospetto di legionellosi, il
riscontro sul primo campione di almeno un mar-
catore biologico di Legionella pneumophila
appare nel complesso di grande rilevanza, qualo-
ra associato ad un significativo quadro clinico.
L’ estremasemplicitad’ uso ei brevissimi tempi di
risposta dei test impiegati contribuiscono in
modo determinante a ridurre la fase d’ incertezza
diagnostica e a migliorare la corretta definizione
clinica dell’infezione.
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Tabella 1. Confronto tra test IgM Legionella Vircel vs IgM
legionella Chorus in 104 pazienti negativi per legionellosi

IgM Vircel — elisa
POS B.l NEG
POS - - 1
CHORUS —elisa  B.l.
NEG 1 - 102

CONCORDANZA = 102/104 (98 %)

Tabella 2. Confronto tra test IgG Legionella Vircel vs 1gG
legionella Chorus in 104 pazienti negativi per legionellosi

lgG Vircel — elisa
POS B.I NEG
POS - - 1
CHORUS —elisa  B.l.
NEG 4 - 99

CONCORDANZA IgG 99/104 (95,2 %)

IgM Vircel / IgM Chorus  Totale campioni N=25

Positivo/Positivo 19
Positivo / Negativo 0
Negativo / Positivo 3
Negativo / Negativo 3*

(*) — successiva sieroconversione positivo/positivo

Figura |. Confronto tra test I|gM Legionella Vircel e IgM
Legionella Chorus in 25 sieri di pazienti con legionellosi

lgG Vircel / IgM Chorus  Totale campioni N=25

Positivo/Positivo 7
Positivo / Negativo 0
Negativo / Positivo 1
Negativo / Negativo 17

Figura Il. Confronto tra test IgG Legionella Vircel e 1gG
Legionella Chorus in 25 sieri di pazienti con legionellosi

Totale Ag urina  IgM Chorus pos  IgM Chorus neg

N =16

Ag urina pos

N =12 9 3
Ag urina neg

N=4 4 0

Figura Ill. Confronto tra test IgM Legionella Chorus e
test antigenico in 16 pazienti con legionellosi

IgM Vircel / IgM Chorus + Ag urina Totale = 16
IgM pos + Ag urina pos 9
IgM pos + Ag urina neg 4
IgM neg + Ag urina pos 3
IgM neg + Ag urina neg 0

Figura IV. Uso combinato di test IgM Legionella Chorus
e test antigenico in 16 pazienti con legionellosi

CONCLUSIONI
| dati dellanostra esperienza evidenziano chel’ ef-
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ficacia dei test proposti, il loro impiego combina-
to elarapiditadi esecuzione, costituiscono un fon-
damentale presidio nell’ approccio di prima dia-
gnosi. L'impiego combinato di test sierologici
rapidi, insieme alaricercadi frammenti antigenici
di Legionella pneumophila & consigliabile ove sus-
sistano una scarsa definizione temporale dell’ini-
zio dei sintomi, nonché la disponibilita di un sin-
golo siero da esaminare. Tale approccio riduce
I’ eventualita di un report completamente negativo
ed attenua |’ effetto delle ritardata 0 mancata pro-
duzione anticorpale. Una ricerca negativa di mar-
catori di legionellos in prima diagnos e la persi-
stenza del sospetto clinico, dovra condurre per
contro ad una ulteriore e completa indagine. In
attesa che le tecniche di biologia molecolare pro-
pongano a laboratorio diagnostico procedure ade-
guatamente standardizzate e di semplice impiego,
i protocolli analitici basati su tecniche tradizionali
innovative, di elevata efficienza diagnostica, costi-
tuiscono tuttora un presidio in grado di offrire un
contributo rilevante alla diagnosi di legionellosi.
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