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Fundamento y objetivo: En el afio 2001 tuvo lugar en Murcia un brote de enfermedad del legionario (EL)
con una de las tasas de mortalidad mas bajas conocidas. Los objetivos de este estudio fueron describir la
presentacion clinica y los resultados de los estudios molecular y de virulencia de los aislamientos clinicos
de Legionella para correlacionar la baja mortalidad de la serie con la virulencia de la cepa.
Pacientes y método: Estudio prospectivo y descriptivo de un brote de EL en un subgrupo de 86 pacientes. Se
analizan datos demograficos, factores de riesgo y evolucién clinica. Se ha practicado subtipificacion
molecular mediante electroforesis en campo pulsatil y estudio de citopatogenicidad de los aislamientos
clinicos y se han comparado con los de aislamientos procedentes de otros brotes.
Resultados: La edad media fue de 58,2 afios, con predominio del sexo masculino (77,9%). El tabaquismo fue
el factor de riesgo mas frecuente (71,7%). El 70,2% de los pacientes presentaba enfermedades de base. Las
manifestaciones clinicas, los datos de laboratorio y la radiologia fueron compatibles con un cuadro de
neumonia atipica. La mortalidad fue del 3,2%. Todos los aislamientos clinicos de Legionella pneumophila
mostraron el mismo subtipo molecular. En el estudio de citopatogenicidad, las cepas de Legionella
procedentes del brote se incluyeron dentro del grupo de menor virulencia.
Conclusiones: En este subgrupo de pacientes predominaron el sexo masculino, el tabaquismo, la
presentacion clinica compatible con neumonia atipica y la baja mortalidad. La baja virulencia de este
genotipo molecular de L. pneumophila podria ser causante, en parte, de la baja mortalidad observada en el
brote de Murcia.
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Background: In 2001 an outbreak of Legionnaires’ diseases occurred in Murcia, Spain, with one of the
lowest known rates of associated mortality. We describe the clinical data of a subgroup of patients, and
present the results from molecular and virulence studies to correlate the lower mortality of the overall
series with the strain virulence.

Patients and methods: A subgroup of 86 patients from the outbreak of Legionnaires'disease was
prospectively included. Demographic, risk factors and clinical evolution data were obtained. Moreover,
we performed a pulsed field gel electrophoresis and cytopathogenicity assay of the Murcia outbreak that
were compared with other unrelated Legionella isolates.

Results: Sixty-nine (77.9%) patients were males. The mean age of the patients was 58.2 years (range:
32-87). Smoking was the most frequent risk factor in 62 patients (71.7%) and 61 patients (70.2%) had
underlying diseases. Clinical, laboratory and radiological manifestations were compatible with the atypical
pneumonia syndrome. The mortality rate was 3.2%. All the clinical L. pneumophila isolates analyzed by
PFGE showed the same subtype. When analyzing theses strains together with other Legionella strains, they
were included in the group with lower virulence in the cytopathogenicity study.
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Conclusions: The most outstanding data in this subgroup of patients were: male-sex, smoking, atypical
clinical manifestations and low mortality. The low virulence of this molecular genotype of L. pneumophila
may be responsible, in part, for the low mortality observed in the outbreak in Murcia.

© 2008 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Desde que Legionella se identificé por primera vez en 1976 en el
brote acontecido durante la Convencion de la Legion Americana
en Filadelfia, EE. UU.}, el microorganismo se ha implicado como
causa com(n de neumonia adquirida en la comunidad (NAC) y en
el ambito hospitalario. La Legionella se considera causante del 2 al
6% de los casos de NAC?3, pero en estudios recientes y con el uso
sistematico de la detecciéon del antigeno de Legionella en orina,
este porcentaje se eleva hasta el 14%*°. Esta técnica ha permitido
también incrementar el diagnostico de casos leves de enfermedad
del legionario (EL) en los brotes mas recientes y, en consecuencia,
ha contribuido a ampliar el conocimiento de esta enfermedad®.
Por este motivo, los factores de riesgo, las manifestaciones clinicas
y el pronostico han variado desde las primeras series publicadas
hasta los estudios mas recientes. El pronostico de la EL ha
mejorado en los Gltimos afios, con una mortalidad del 4,6 al 11,2%
en los Gltimos brotes descritos’. En los pacientes immunocompe-
tentes, ésta se sitGa por debajo del 5%, mientras que en los
pacientes inmunodeprimidos alcanza cifras del 25 al 50%7~°. El
diagnostico precoz, la rapidez en la administracién del trata-
miento y la situacidon inmunolégica previa de los pacientes son las
principales variables asociadas al pronéstico. No obstante, se han
observado también diferentes grados de virulencia en las cepas de
Legionella, en las que el subtipo MAb2 es el causante de la mayoria
de casos de EL’. Las pruebas de citopatogenicidad pueden
determinar la capacidad de Legionella pneumophila para infectar
y crecer en los macroéfagos alveolares y permiten distinguir entre
cepas virulentas y no virulentas. En un estudio previo se
estandariz6 una prueba de citopatogenicidad y se demostraron
los diferentes grados de virulencia de 22 aislamientos ambientales
de Legionella™®.

En julio de 2001 tuvo lugar en Murcia un brote explosivo de EL
con mas de 800 casos sospechosos comunicados, en el que ha sido
el mayor brote de legionelosis adquirida en la comunidad
comunicado en el mundo, y con una de las tasas de mortalidad
mas bajas jamas vistas. Diferentes aspectos clinicos y epidemio-
légicos de este brote se han descrito previamente'!,

Un subgrupo de pacientes pertenecientes a este brote atendi-
dos en el Hospital Virgen Arrixaca de Murcia se estudio
prospectivamente. Con la hipétesis de que la baja mortalidad del
brote de EL podria deberse en parte a una virulencia disminuida
de la cepa, se ha procedido al estudio de la citopatogenicidad del
subtipo clinico de Legionella implicado y se ha comparado con el
de cepas procedentes de otros brotes y de estudios ambientales.

Pacientes y método
Pacientes

Entre el 14 de agosto y el 14 de octubre de 2001 consultaron
por neumonia 341 pacientes al Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca de Murcia. En 100 de los casos se diagnostico EL. Se
incluyen en este estudio a los 86 pacientes de los que se pudo
completar el seguimiento.

Definiciones y diagnostico microbioldgico

Se defini6 como caso a toda persona con signos clinicos de
neumonia y con al menos un resultado positivo en las siguientes
pruebas: a) aislamiento de Legionella en muestra respiratoria; b)
deteccién de antigeno de L. pneumophila serogrupo 1 en la orina, o
¢) un incremento de al menos 4 veces en los titulos de anticuerpos
hasta 1/128 o superior en las muestras de suero emparejadas.

La deteccion del antigeno urinario de L. pneumophila serogrupo
1 por enzimoinmunoanalisis 0 inmunocromatografia fue positivo
en todos los casos. L. pneumophila se aislo del esputo de 13
pacientes. Se observd seroconversion entre las 4 y las 6 semanas
siguientes en 82 pacientes. Se diagnostico a algunos pacientes
mediante varios métodos.

Variables clinicas estudiadas

Se estudiaron las siguientes variables: a) edad y sexo; b)
factores de riesgo: tabaquismo, abuso de alcohol, enfermedades
de base como bronquitis cronica, cardiopatia, diabetes mellitus,
cirrosis hepatica y neoplasia; c) datos clinicos, analiticos y
radiolégicos en el inicio, y d) tiempo hasta la apirexia, complica-
ciones y evolucion hacia curaciéon, muerte o recurrencia. Los
pacientes se valoraron al mes y a los 6 meses del alta hospitalaria.

Cepas bacterianas y subtipificacion molecular

Se incluyeron 13 aislamientos clinicos de L. pneumophila
serogrupo 1 procedentes del brote de Murcia. Se estudiaron
también 15 aislamientos de L. pneumophila serogrupo 1 proce-
dentes de otros brotes y un aislamiento ambiental de Legionella
bozemanii no asociado a ningan brote. La subtipificacién molecu-
lar se realizO mediante electroforesis en campo pulsatil segiin
descripcién previa'2.

Cepas bacterianas y prueba de citopatogenicidad

Se incluyeron 2 aislamientos clinicos de L. pneumophila
serogrupo 1 correspondientes al brote de Murcia que exhibian el
mismo subtipo de acido desoxirribonucleico (ADN) cromosémico
y 3 aislamientos clinicos de L. pneumophila serogrupo 1 pertene-
cientes a diferentes brotes y que exhibian diferentes subtipos de
ADN cromosémico.

Para la prueba de citopatogenicidad, los aislamientos de L.
pneumophila se cultivaron en agar BCYE-o durante 72h y se
resuspendieron en medio de cultivo RPMI-1640 libre de anti-
bibtico segtin descripcién previa'®.

La citopatogenicidad relativa de las cepas se determind
mediante el indice de efecto citopatico (ECP) en un 50%. El
ECPs se definié como el nimero minimo de bacterias necesario
para producir un ECP en el 50% de las monocapas de células U937
infectadas tras un periodo de incubacion de 72 h.

Grupos de citopatogenicidad

En un estudio previo se analiz6 la citopatogenicidad de 22
cepas ambientales de L. pneumophila y se definieron 5 grupos de
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citopatogenicidad (el grupo 1 fue el de mayor citopatogenicidad y
el grupo v el de menor virulencia)'®. Se han incorporado los datos
de citopatogenicidad de los aislamientos clinicos del presente
estudio en el modelo previamente descrito.

Resultados
Datos clinicos y evolutivos del grupo estudiado

En los 86 pacientes estudiados predominaron los varones
(77,9%) y la media de edad fue de 58,2 afios (extremos: 32 a 87).
Los factores de riesgo mas frecuentemente observados fueron el
tabaquismo (71,8%) y el alcoholismo (17,6%). Sesenta y un
pacientes (70,9%) presentaban enfermedades de base, principal-
mente cardiovasculares (41,5%), enfermedad pulmonar obstructi-
va cronica (25,9%), diabetes mellitus (15,5%) y neoplasias (14,2%).

El tiempo desde el inicio de los sintomas hasta la consulta al
hospital fue inferior a 3 dias en el 48,2% de los pacientes, de 4 a 7
dias en el 50% de los pacientes y superior a 7 dias en el 1,8% de los
pacientes.

La presentacion clinica mas habitual incluy6 fiebre elevada
(>39°C) en 59 casos (68,5%), tos no productiva en 41 casos (48%),
cefalea en 40 casos (44%), sintomas gastrointestinales en 30 casos
(35%) y mialgias en 24 casos (26%). Con respecto a la analitica,
cabe destacar un recuento leucocitico normal en 51 casos (62%),
una elevacion de la velocidad de sedimentacion globular
(>50mm) (83,1%), una elevacion de la proteina C reactiva
(>10mg/l) (83,1%), una hiponatremia (<130mEq/l) (55,7%) y
una elevacién de la aminotransferasa glutamicoxalacética o de la
aminotransferasa glutamico piravica (44%). La gasometria arterial
mostré una presion de oxigeno inferior a 60 mmHg en 39 casos
(41,5%). La radiografia de térax mostr6 un infiltrado unilateral en
72 casos (84,6%) y bilateral en 14 casos (15,3%).

Los pacientes alcanzaron la apirexia a las 62,6 h. Los controles
radiologicos demostraron la desaparicion del infiltrado a las 4
semanas en 66 casos (76,7%) y en el resto (23,3%) a las 8 semanas.
La prueba de detecciéon de antigeno urinario de Legionella fue
negativa en todos los casos a los 3 meses.

En la tabla 1 se resume la evoluciéon de los pacientes. Se
observaron complicaciones en 10 casos (11,6%). La mas frecuente
fue la aparicion de derrame pleural (8,1%). Dos pacientes
precisaron de ventilaciobn mecanica y 3 pacientes con neoplasia
diseminada fallecieron (3,4%).

Subtipificacion molecular

Todos los aislamientos clinicos analizados procedentes del
brote de Murcia mostraron el mismo patron molecular (fig. 1).
Este patron fue distinto del obtenido en el andlisis de las demas
cepas clinicas y ambientales procedentes de otros brotes y de la
cepa ambiental no asociada a ningin brote.

Tabla 1
Evolucion de los pacientes

n (%)

Tiempo medio hasta apirexia en horas [intervalo] 62,6 [24-408]
Complicaciones clinicas y radioldgicas 10 (11,6)
Derrame pleural 7 (81)
Atelectasia 1(1,2)
Ventilacion mecanica 2(2,3)
Mortalidad 3 (3,4)
Recurrencia 2(23)
Estancia hospitalaria en dias [intervalo] 6 [2-13]

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

Figura 1. Electroforesis en campo pulsatil de los aislamientos de Legionella
pneumophila. Lineas 1 a 13: cepas clinicas de 13 pacientes del brote de Murcia.
Linea M: marcador de peso molecular fago A.
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Figura 2. Cinética de citopatogenicidad de los diferentes aislamientos de
Legionella pneumophila. Puntos negros: aislamientos clinicos procedentes del brote
de Murcia. Cuadrados, rombos y triangulos blancos: aislamientos clinicos
procedentes de otros brotes. UFC: unidades formadoras de colonias.

Prueba de citopatogenicidad

Los aislamientos clinicos fueron capaces de infectar y crecer
intracelularmente en los macrofagos. El ECPso medio de los
aislamientos del brote de Murcia fue de 6,6 log unidades forma-
doras de colonias (UFC)/ml (intervalo de confianza [IC] del 95%:
4,08 a 9,16) y de los correspondientes a los otros brotes de
4,91og UFC/ml (IC del 95%: 2,74 a 7,06) (fig. 2).

Al incluir las cepas en el modelo de citopatogenicidad, las del
brote de Murcia se hallaron dentro del grupo v, aquéllas con
menor citopatogenicidad, y las procedentes de los otros brotes se
hallaron dentro de los grupos m y v (fig. 3).

Discusion

Se presentan los datos clinicos y evolutivos correspondientes a
un subgrupo de pacientes de un brote de EL y los datos
moleculares y de citopatogenicidad de cepas de L. pneumophila
aisladas en éstos. Los resultados de este estudio muestran que los
pacientes fueron mas frecuentemente varones, fumadores y
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Figura 3. Grupos de citopatogenicidad: las estrellas corresponden a las cepas del
brote de Murcia, los cuadrados corresponden a las cepas causantes de otros brotes

y los puntos corresponden a aislamientos ambientales de 22 centros hospitala-
: 10

rios'®.

tenian una alta prevalencia de enfermedades subyacentes. Los 13
aislamientos analizados mostraron un Gnico subtipo molecular. El
perfil molecular de la cepa de L. pneumophila serogrupo 1, que se
hall6 en las torres de refrigeracion de un hospital del centro de la
ciudad, a pesar de no estar incluido en este estudio, coincidi6 con
el observado en los casos clinicos!’. El subtipo de L. pneumophila
aislado expresd6 una citopatogenicidad muy disminuida. Estos
hallazgos pueden justificar la baja tasa de mortalidad comunicada
en el brote de Murcia'! y en este subgrupo de pacientes.

La mortalidad de la EL en Espafia ha experimentado una clara
disminucién en los Gltimos afios’>~'>. Si en el afio 1993 ésta se
situaba en el 35%, en el 2004 ha pasado a ser del 5,6%!°. Ademas,
la mortalidad de la EL en los brotes acostumbra a ser inferior a la
de los casos esporadicos, y en Espafia se sit(ia alrededor del 5%°.
El brote de EL de Murcia tuvo una mortalidad global todavia
menor, y muy inferior a la esperable.

Los pacientes de esta serie presentaban algunas caracteristicas
que en trabajos previos se habian asociado a un mal pronoéstico. En
mas de la mitad de los casos se habia retrasado la consulta al
hospital 4 o mas dias. En un estudio anterior se demostr6 que el
retraso hasta la hospitalizaciéon y en el inicio de un tratamiento
antibiotico adecuado para Legionella es el factor mas relevante
asociado a mortalidad en la EL'®. Estos pacientes presentaban de
forma mayoritaria enfermedades de base, esencialmente cardio-
vasculares, enfermedad pulmonar obstructiva cronica y diabetes
mellitus. Los enfermos con neumonia grave por Legionella que
presentan enfermedades cardiovasculares tienen un riesgo de
fallecer 7 veces superior'”. Ademas, la mayoria de estos pacientes
presentaban hiponatremia intensa. En un estudio prospectivo que
incluyé a 84 enfermos con neumonia grave por Legionella que
requirieron ingreso en unidades de cuidados intensivos, la
hiponatremia ( <136 mEq/l) junto con una puntuacion en la escala
APACHE (acute phisiology and cronic health evaluation scoring
system ‘sistema de puntuacion para la evaluacioén de la salud con
datos fisiologicos agudos y cronicos’) superior a 15 al ingreso se
mostraron como los factores mas relevantes asociados a morta-
lidad'. Casi la mitad de estos pacientes presentaba insuficiencia
respiratoria al ingreso. La insuficiencia respiratoria es un factor
independiente asociado a mortalidad en la neumonia por
Legionella e incrementa 9 veces el riesgo de muerte'®,

La baja mortalidad del brote de EL probablemente se debi6 a la
rapida deteccion del brote, a la disponibilidad de la determinacién
del antigeno urinario de Legionella y al inicio precoz de
tratamiento antibiotico efectivo. Sin embargo, la mortalidad fue
menor a la esperada a tenor de las caracteristicas clinicas antes
descritas. Es de destacar que un brote con una mortalidad global
inferior al 1%!! muestra un perfil de virulencia muy disminuido en
la prueba de citopatogenicidad.

Una de las limitaciones del presente trabajo es que el escaso
numero de cepas clinicas analizadas en la prueba de citopatoge-
nicidad no ha permitido establecer diferencias significativas. Al
confirmarse la existencia de un Gnico perfil molecular, se decidid
estudiar la citopatogenicidad de tan sélo 2 aislamientos clinicos.

En los Gltimos afios se han analizado las cepas de Legionella
atribuidas a diferentes brotes mediante el andlisis de citopatoge-
nicidad y se ha diseflado el modelo predictivo que se ha
comunicado previamente'®, La cepa de L. pneumophila causante
del brote de Murcia se incluye dentro del grupo de menor
virulencia. Es decir, la citopatogenicidad de la cepa de Legionella
analizada se correspondi6 con la evolucién clinica de los pacientes
del brote.

Probablemente, el interés fundamental del estudio de la
citopatogenicidad de Legionella esta en la valoracion del riesgo
en situaciones de colonizacién de sistemas de distribucion de
agua de hospitales y edificios complejos, pero en otras situaciones,
como en la de este trabajo, puede ayudar a comprender la baja
mortalidad de un brote de EL.
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