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Evaluation of an  immunochromatographic test for the
identification of Legionella genus and Legionella pneumophila
serogroups 1–15 from cultures

Evaluación de un test inmunocromatográfico para la
identificación de Legionella género y Legionella pneumophila
serogrupos 1 a 15 desde cultivos

Dear Editor,

Legionella is an important cause of both community-acquired

and nosocomial pneumonia. Human infection has two clini-

cal entities: Pontiac Fever (a self-limited flu-like illness) and

Legionnaires’ Disease (a severe multisystem disease involving

pneumonia).1 The genus Legionella (L) includes nearly 60 spe-

cies with a considerable number of serogroups (J.P. Euzéby:

http://www.bacterio.cict.fr/). Of all species of Legionella,  Legio-

nella pneumophila (LPN) accounts for >90% of human infections

and serogroup 1 for 70–80% of these. Legionellosis can also be

caused by LPN serogroups 2, 3, 4,  5 or 6 and other L  spe-

cies (e.g., L. micdadei and L. longbeachae).2 Isolation by  culture

is still of major importance in  environmental analysis and cli-

nical diagnosis and is essential for epidemiological studies and

to characterize the isolate causing an outbreak.1,3 The objective

of  this study was to evaluate a  novel immunochromatographic

test (ICT) designed for the identification of Legionella colo-

nies from bacterial culture. The test includes two strips: one

for L identification and another one with two test lines for

LPN serogroups 2–15 and L. pneumophila serogroup 1 (LPN1)

identification. Legionella identification is based on a  combi-

nation of monoclonal antibodies (mAb) (developed at Vircell,

S.L., Granada, Spain), adsorbed on both  the colloidal gold and

the membrane, targeting specific constituents of the bacterial

cell wall: the peptidoglycan-associated lipoprotein (PAL) for L,

Table 1

Comparison of methods and statistical results for the ICT Legionella lines.

ICT  Legionella classification

Reference method classificationa Genus Legionella L.  pneumophila sg.b 1 L.  pneumophila sg.b 2–15

+ − Nc +  − Nc + − Nc

+ 78 0 78 30 1 31  58 0 58

−  0 133 133 0  180 180 0 153 153

Nc 78 133 211 30 181 211 58 153 211

ICT  Legionella statistical results*

Genus Legionella L.  pneumophila sg.b 1 line L. pneumophila sg.b 1–15  line Overall

Sensitivity 100 (94.2–100) 96.7 (81.4–99.8) 100 (92.3–100) 98.7 (92.1–99.9)

Specificity 100 (96.5–100) 100 (97.4–100) 100 (96.9–100) 100 (96.5–100)

PPVd 100 (94.2–100) 100 (85.9–100) 100 (92.3–100) 100 (94.1–100)

NPVe 100 (96.5–100) 99.4 (96.5–99.9) 100 (96.9–100) 99.2 (95.3–99.9)

ACf 1 1  1 0.9953

LRPg Infinity Infinity Infinity Infinity

LRNh 0 0.0322 0 0.0128

�i 1 0.968 1 0.987

* 95% confidence intervals are given in parenthesis.
a Reference method: Legionella Latex Test (Oxoid, UK) and Microscan Walkaway (Siemens, Germany) for environmental and clinical isolates respectively, and references

of  ATCC, NCTC y DSMZ for characterized legionellae.
b sg., serogroup.
c N, total number of samples.
d PPV, positive predictive value.
e NPV, negative predictive value.
f AC, accuracy.
g LRP, likelihood ratio positive.
h LRN, likelihood ratio negative
i �: Youden index.

the major outer membrane protein (MOMP) for LPN and the

lipopolysaccharide (LPS) for LPN1. PAL was  selected to detect genus

because it is a constant and highly conserved antigen of the Legio-

nella membrane.4 MOMP  is  useful to identify LPN strains because

it is present in the membrane of LPN serogroups 1–15 but not

in  that of non-pneumophila Legionella.5 Finally, LPS is a  highly

immunogenic cell surface component that offers serogroup/mAb

subgroup specificity. Most of the clinical isolates, especially

those associated with outbreaks, contained a specific epitope for

mAb 2 and mAb  3/1 from the Dresden Panel.6,7 Of these, mAb 3/1

reacts with the 8-O-acetyl group from legionaminic acid which is

a  key component of LPN1 LPS,8 confirming that LPS is  a  suitable

antigen to identify serogroup 1 of LPN.

A  total of 211 samples were used to analyze the performance

of the ICT. They were bacteria strains from reference collections

(NCTC, DSMZ, ATCC) (42 L, 27 LPN (13 LPN1 +  14 LPN2–15); 141 iso-

lated from 64 water samples received by SGS Tecnos S.A. (Madrid,

Spain) for Legionella testing (35 L, 30 LPN (17 LPN1 +  13 LPN2–15),

106 non-Legionella (NOL)), which were characterized using a com-

mercial latex slide test (Legionella Latex Test, Oxoid, UK)  following

the manufacturer‘s instructions; and 28 clinical isolates: 1 LPN1

Murcia9 (Vircell, S.L.’s collection) and 27 NOL from Hospital Neu-

rotraumatológico de Jaén (Jaén, Spain) which were identified by

biochemical panels (Microscan Walkaway, Siemens, Germany). All

Legionella reference strains and the clinical isolated LPN1 Mur-

cia  were grown on a specific culture medium for Legionella,  BCYE

(Biomerieux, France), while blood-agar plates (Oxoid, UK) were

used for the NOL clinical isolates. Environmental isolates sam-

ples were cultivated in  parallel with both types of plate. One

false negative result was obtained for the LPN1 test line (see

Table 1) on the ICT. This specimen was re-analyzed by using direct

immunofluorescence assays with a  commercial mAb  against LPN1

(clone Lp1 MAB 1 ATCC) and an in-house rabbit antiserogroup 1

anti-serum along with performing a  commercial ELISA (Bartels,
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Fig. 1. ROC curves generated: (A) genus Legionella line (area under curve: 1), (B) L. pneumophila serogroup 1  line (area under curve: 0.968), (C) L. pneumophila serogroups

1–15  line (area under curve: 1) and (D)  overall ICT lines (area under curve: 0.987).

Ireland) for LPN1. The sample was negative in  all three assays,

suggesting that the commercial reference latex could have pro-

duced a false positive. Statistical analysis was  performed with

VassarStats (http://www.vassarstats.net). The Receiving Operating

Characteristic (ROC) curves were generated with Medcalc® Soft-

ware (http://www.medcalc.org/).  As shown in Table 1,  sensitivities

of 100%, 100% and 96.7% were obtained for L, LPN and LPN1,

respectively, and the overall sensitivity was 98.7%. The ICT sho-

wed a specificity of 100%. Predictive values, likelihood ratios, the

Youden index and the accuracy provide optimal values for the

classifier too. The ROC curves show the suitable performance

of the classifier. The highest exactitude is  achieved when the

area under curve is 1,  which was reached for the genus and the

LPN2–15 lines; meanwhile, for the LPN1 line it was  almost ideal

(see Fig. 1).

Summarizing, the evaluated ICT has shown suitable reliability

and agreement with the reference methods. The ICT can iden-

tify Legionella genus and can differentiate between serogroup

1  and serogroups 2–15. The statistical results show a successful

and non-random classification. So, the ICT can be considered a

fast, easy-to-handle and reliable test for Legionella diagnosis in

samples from cultures. It  also represents a  suitable confirmation

method, due to its simplicity and high specificity and sensitivity

values.
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Síndrome confusional agudo por levofloxacino

Acute confusional syndrome due to levofloxacin

Sr. Editor:

El levofloxacino es una quinolona fluorada de tercera gene-

ración que presenta un buen perfil de tolerancia. Los principales

efectos adversos son los gastrointestinales (5%) y alteraciones

del sistema nervioso central (SNC) (0,2-1,1%)1,2. Describimos el

caso de una mujer que presentó un síndrome confusional agudo

secundario a levofloxacino y  que remitió tras su retirada. El caso

fue notificado al Sistema Español de Farmacovigilancia.

Mujer de 41 años sin antecedentes de interés, en concreto

sin historia de consumo de alcohol, tabaco o drogas de abuso,
que ingresa por síndrome confusional agudo. Había sido ingre-

sada 5 días antes con diagnóstico de neumonía extrahospitalaria

y tratada con azitromicina (500 mg i.v./24 h) y  ceftriaxona (2 g

i.v./24 h). Durante el ingreso no había presentado clínica neuro-

lógica y, dada la evolución satisfactoria, fue dada de alta a  los

3 días a tratamiento con levofloxacino (500 mg/24 h). Tras 48 h de

iniciar tratamiento con levofloxacino y  sin consumo de otros fár-

macos concomitantes es traída a urgencias por cuadro confusional

de varias horas de evolución con déficit de atención, deterioro de la

memoria reciente y desorientación temporoespacial. En la  explora-

ción estaba afebril, consciente, no presentaba agitación psicomotriz

ni alucinaciones, estaba desorientada en  tiempo y parcialmente en

espacio, no recordaba quién la  había traído a  urgencias ni sabía el

motivo, sin recordar nada de lo acontecido en  las últimas horas,

con preguntas repetitivas; el resto de la exploración general y

neurológica no mostraba alteraciones de interés. La analítica de

sangre con hemograma, bioquímica, hormonas tiroideas, protei-

nograma y gasometría resultaron normales. La determinación de

tóxicos en orina fue negativa. Se realizó una punción lumbar con

resultando normal. Los  cultivos de sangre, orina y  líquido cefalorra-

quídeo resultaron negativos. Los estudios serológicos para virus de

la inmunodeficiencia humana, lúes, Brucella, citomegalovirus, virus

de Epstein-Barr, virus herpes simple i y  ii,  y  Borrelia fueron nega-

tivos. Se realizó un electroencefalograma que resultó normal. Los

estudios de imagen (tomografía axial computarizada y  resonancia

magnética cerebral) no mostraron alteraciones. Con el diagnóstico

de síndrome confusional agudo fue suspendido el levofloxacino.

A las 24 h de la suspensión del levofloxacino la paciente se

encontraba orientada y la  exploración cognitiva realizada mos-

traba un Minimental test de 35/35, presentando amnesia de los

sucedido las 24 h anteriores. Con diagnóstico de síndrome con-

fusional agudo en relación con levofloxacino fue dada de alta a

tratamiento con telitromicina (800 mg/día) durante 4 días. En la

revisión efectuada a  los 3 meses la paciente permanecía asintomá-

tica.

Las fluorquinolonas son  agentes antibacterianos frecuente-

mente prescritos con utilidad en  un amplio rango de infecciones

bacterianas. Los efectos adversos comúnmente asociados con las

fluorquinolonas incluyen toxicidad gastrointestinal y del SNC,

así como otros efectos secundarios que incluyen anormalida-

des en el electrocardiograma, alteración del  metabolismo de la

glucosa, fototoxicidad, tendinitis y rotura de tendones, hipersen-

sibilidad y alteraciones cutáneas3. Dentro de las fluorquinolonas

el levofloxacino es  una quinolona bien tolerada, y sus principales

efectos secundarios son las manifestaciones gastrointestinales (que

ocurren en el 5% de los pacientes), la fototoxicidad y la afectación

del SNC (0,2-1,1)1,2; esta última sobre todo en forma de cefalea,

vértigo, insomnio e inquietud principalmente, pero también como

cuadros alucinatorios, delirio y crisis convulsivas4.

El desarrollo de efectos adversos de las fluorquinolonas sobre

el SNC parece relacionado con la afinidad por los receptores del

ácido gamma-aminobutírico (GABA) y los receptores del gluta-

mato. Las quinolonas, mediante su radical R7, bloquearían la

unión GABA sobre su receptor GABA A, ejercerían un efecto

inhibitorio sobre el sistema GABA y como resultado induci-

rían una estimulación del SNC. Por otro lado, hay similitudes

estructurales de las  fluorquinolonas con ácido kinurénico y otros

componentes similares que son ligandos endógenos de los recep-

tores de glutamato, lo que podría mostrar una  interacción de

las quinolonas con los receptores de glutamato. En este sentido,

recientes estudios experimentales demuestran que la  acción con-

vulsiva de las quinolonas es antagonizada por antagonistas de los

receptores de glutamato, estando implicados ambos receptores:

N-metil-D-aspartato (receptores NMDA) y ácido alfa-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (receptores AMPA)/Kainato

(KA) receptor5.  La interacción del levofloxacino con estos recepto-

res puede ocasionar un estatus epiléptico no convulsivo y  estados

de delirio6,7.  El estatus no convulsivo asociado al uso de fluor-

quinolonas se puede manifestar por un cuadro confusional o de

delirio; por esto, tal como se hizo en nuestra paciente, es impor-

tante realizar un electroencefalograma para descartar esta seria

complicación. Los factores de riesgo para la  neurotoxicidad del

levofloxacino incluyen: insuficiencia renal, pacientes ancianos,

enfermedad cardiovascular ateroesclerótica, enfermedad del SNC

subyacente (epilepsia, enfermedad cerebrovascular) y  la coadmi-

nistración con otros fármacos que descienden el efecto GABA como

los antibióticos: penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes o los

antiinflamatorios no esteroideos2,3,8.

En  el  caso que describimos la paciente presentaba un cuadro

confusional sin mostrar clínica de delirio o síntomas psicóticos.

Nuestra paciente no presentaba evidencia de infección del SNC,

alteración metabólica, ingestión de tóxicos, enfermedad del SNC

o fallo orgánico sistémico; no tomaba otros fármacos (antiinflama-

torios no esteroideos.  . .)  que pudiesen ser responsables del cuadro

clínico y las  exploraciones complementarias realizadas fueron nor-

males. La paciente había sido tratada durante 72 h con ceftriaxona,

y cuando se  produce la sintomatología llevaba 48 h sin este fár-

maco, y aunque nos parece poco probable, no se  puede descartar

que pudiera haber condicionado el efecto. El inicio del cuadro

confusional a  las 48 h del inicio del levofloxacino junto con la

reversión del  cuadro tras su suspensión hacen altamente proba-

ble la  relación del  cuadro confusional con el  fármaco. En la  revisión

de la literatura se ha descrito de forma ocasional la presencia de

delirio en relación con levofloxacino y, a  pesar de que el cuadro

confusional figura en la ficha técnica del fármaco como un efecto

secundario «raro» (1/1.000 a 1/10.000)9, solo hemos encontrado un

caso descrito en  la literatura que relacione el fármaco con síndrome
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