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wywotywanych przez pateczki Legionella pneumophila

Microbiological diagnosis of respiratory infections caused
by Legionella pneumophila

Abstract

Legionella pneumophila is an important causative agent of pneumonia in humans which is difficult to diagnose because the
signs and symptoms are nonspecific and do not distinguish Legionella infection from other common causes of pneumonia.
Currently, the diagnosis of Legionnaires’ disease is based on phenotyping (culture, antibody detection in human sera, antigen
detection in urine) and genotyping methods such as PCR (polymerase chain reaction). This review focuses on current
diagnostic tests for surveillance of Legionella pneumophila infections in Poland.
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Streszczenie

Pateczki Legionella pneumophila s jednym z czynnikdw wywotujgcych zapalenie ptuc u ludzi, ktdre ze wzgledu na niecharak-
terystyczne objawy kliniczne trudno jest odrézni¢ od innych zakazen drég oddechowych. Obecnie diagnostyka legionelozy
opiera si¢ na badaniach fenotypowych (hodowla, poszukiwanie swoistych przeciwciat w surowicy ludzkiej, antygenu
w prébkach materiatu klinicznego) oraz badaniach genotypowych, takich jak metoda PCR (reakcja fancuchowej polimerazy).
W niniejszym artykule przedstawiono krétki opis metod diagnostycznych stosowanych w identyfikacji i zapobieganiu poten-
cjalnym zakazeniom wywotywanym przez pateczki L. pneumaophila na terenie Polski.

Stowa kluczowe: Legionella pneumophila, choroba legionistw, legioneloza, laboratoryjne potwierdzanie legionelozy,
infekcje ptuc
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Wstep

Legioneloza jest zakaZzng chorobg wywoly-
wana przez bakterie z rodzaju Legionella, gtéwnie
przez szczepy Legionella pneumophila serogrupy
1 (60-80% przypadkéw) i moze przebiega¢ w po-
staci dwéch klinicznie odrebnych zespoléw, czyli
choroby legionistéw i tak zwanej goraczki Pontiac

[1, 2]. Chorobe legionistéw po raz pierwszy opisa-
no w 1977 roku i od tamtego czasu w wielu kra-
jach istnieje obowiazek jej rejestracji [1, 3—5]. Moze
ona przebiega¢ w postaci ostrego zapalenia ptuc
(3—-8% wszystkich zachorowan na pozaszpitalne
zapalenie ptuc), a czas jej inkubacji szacuje sie na
2-10 dni, najczesciej 5-6 dni, rzadko 20 dni [3-5].
W zdiagnozowaniu legionelozy decydujaca role
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moze odegra¢ wywiad uzyskany od pacjenta. Do
najczesciej opisywanych klinicznych objawéw w
przebiegu legionelozy nalezy zaliczy¢: ostabienie,
suchy kaszel, wysoka goraczke, béle glowy, béle
mieéni, zaburzenia w oddychaniu [1, 3-6]. Obja-
wy ogblnoustrojowe moga dotyczy¢ zaburzen czyn-
noéci nerek (proteinuria, azotemia, hematuria),
czynnoéci jelit (biegunka u 25-50% przypadkéw
oraz nudno$ci i wymioty wystepujace u 10-30%
chorych), niewydolnosci watroby, zaburzen w
osrodkowym ukltadzie nerwowym (zaburzenia
swiadomosci, dezorientacja i majaczenie) oraz za-
palenia osierdzia [3, 6, 7]. W plwocinie, plynie z
plukania oskrzelowo-pecherzykowego (BALF,
broncho-alveolar lavage fluid), aspiracie z tchawi-
cy, plynie optucnowym, tkance ptucnej lub krwi
mozna stwierdzi¢ obecno$é pateczek Legionella sp.
przy uzyciu metod bakteriologicznych [2-4]. Ob-
raz radiologiczny w przypadku legionelozy jest po-
dobny do obrazu obserwowanego w innych przy-
padkach zapalenia ptuc. U pacjentéw z obnizona
odpornoscig podczas zakazenia paleczkami L.
pneumophila moga sie rozwinaé ropnie pluca, rop-
niaki lub przetoki oskrzelowe [8, 9]. Potwierdze-
nie zachorowania opiera sie wyltgcznie na wyni-
kach badan bakteriologicznych.

Goraczka Pontiac to podobne do grypy stany
gorgczkowe, ktérym towarzysza béle glowy i mieéni
oraz kaszel wystepujgcy u okoto potowy chorych
[3-6, 9]. Objawy utrzymuja sie 2-6 dni, po czym na-
stepuje samowyleczenie [3-5, 10]. W przypadku go-
raczki Pontiac nie wykazano obecnosci bakterii
w plynach ustrojowych i w tkankach, natomiast
o trwajgcym zakazeniu moze Swiadczy¢ tylko podwyz-
szone miano swoistych przeciwcial [5]. W przypad-
ku zakazen pateczkami L. pneumophila nie stwierdzo-
no przenoszenia tych bakterii miedzy ludZzmi [1].

Pacjenci z choroba legionistéw wymagaja
szybkiej interwencji medycznej. Obecnie antybio-
tykami z wyboru w leczeniu legionelozy sa makro-
lidy nowej generacji, takie jak klarytromycyna czy
azytromycyna. Skuteczne w leczeniu legionelozy
sg réwniez leki z grupy fluorochinolonéw, na przy-
ktad lewofloksacyna i ciprofloksacyna [9, 11].
W ciezkich przypadkach zaleca sie stosowanie jed-
noczes$nie makrolidéw i fluorochinolonéw [9, 12].
Ze wzgledu na fakt, ze pateczki Legionella sp. sa
wewnatrzkomérkowymi patogenami wytwarzaja-
cymi dodatkowo g-laktamazy, antybiotyki §-lakta-
mowe sa nieskuteczne w leczeniu zakazen przez
nie wywoltywanych [1, 9, 13].

Zgodnie z ustawa o chorobach zakazZnych
i zakazeniach (DzU. nr 126 poz. 1384.) w Polsce od
2001 roku legioneloza podlega rejestracji w Glow-
nym Inspektoracie Sanitarnym [8]. Wedlug oficjal-

nych danych zamieszczanych w biuletynie Cho-

roby Zakazne i Zatrucia w Polsce, opracowywanym

co roku przez Zaklad Epidemiologii NIZP-PZH

w Warszawie, pierwsze 3 rozpoznane przypadki le-

gionelozy odnotowano w 2003 roku. W kolejnych

2 latach liczba zakazen pateczkami Legionella sp.

wzrosta do 21. W 2006 roku zgloszono oficjalnie

89 przypadkéw, a w 2007 roku jedynie 28 przypad-

koéw legionelozy, co daje odpowiednio zapadalno$é

na poziomie 0,233 i 0,073 na 100 000 mieszkan-
cow. Uwzgledniajac fakt, ze w tym samym czasie
srednia zapadalno$é na legioneloze w pozostatych
panstwach Unii Europejskiej byla znacznie wyzsza

(5,4 na 100 000 mieszkancéw), wydaje sie, ze dane

te s mocno zanizone [1, 9].

Na podstawie danych epidemiologicznych
zebranych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
(WHO, World Health Organization) wyodrebniono
kilka czynnikéw predysponujgcych do rozwoju
choroby legionistéw. Naleza do nich: wiek powy-
zej 50 lat, palenie tytoniu, alkoholizm oraz plec.
Legionelozowe zapalenie pluc trzy razy czesciej
dotyczy mezczyzn niz kobiet [3-5, 9].

Przypadki zachorowan na legioneloze stwier-
dza sie takze u dzieci. Opisane w literaturze przy-
padki dotycza zazwyczaj dzieci dlugotrwale leczo-
nych na choroby nowotworowe [7]. W ostatnich
latach odnotowano réwniez przypadki zachorowan
na legioneloze wéréd noworodkéw [14, 15].

Wysokie niebezpieczenstwo zakazenia patecz-
kami Legionella sp. wystepuje u chorych z prze-
wlektymi chorobami uktadu oddechowego, nerek,
serca oraz z cukrzycg. Innym czynnikiem ryzyka
jest obnizona odpornosé¢ wrodzona lub nabyta [9].

W przypadku rozpoznania legionelozy i zasto-
sowania prawidlowego leczenia $§miertelnos¢ sie-
ga 15-20%, a w przypadku niezastosowania odpo-
wiedniego leczenia az 50% [5, 8].

Ze wzgledu na brak charakterystycznych ob-
jawéw klinicznych trudno odr6zni¢ legioneloze
od innych infekcji ptucnych. Europejska Grupa
Pracujaca nad Zakazeniami Legionella (EWGLI,
European Working Group for Legionella Infections)
podata definicje przypadku legionelozy. Choroba
legionistéw to ,zachorowanie z klinicznymi ob-
jawami zapalenia pluc, z charakterystycznym ob-
razem radiologicznym i dodatnimi wynikami ba-
dan laboratoryjnych”. Zakazenie potwierdza sie,
gdy jest spetniony co najmniej jeden z ponizszych
warunkéw:

— izolacja bakterii z rodzaju Legionella z posie-
wu prébek materiatu klinicznego pobranego
od chorego;

— wykrycie antygenu pateczek z rodzaju Legio-
nella w moczu chorego;
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— stwierdzenie serokonwersji, czyli znamienne-
go przyrostu miana przeciwcial w dwéch préb-
kach surowicy uzyskanych w odstepie co naj-
mniej tygodnia [2, 4, 8].

Mimo ze do rodzaju Legionella zalicza sie
obecnie 48 gatunkéw drobnoustrojéw, w obrebie
ktérych wyré6zniono 70 r6znych grup serologicz-
nych, wiekszo$¢ obecnie dostepnych metod dia-
gnostycznych jest ukierunkowana na wykrywanie
zakazen wywolywanych przez pateczki L. pneumo-
phila serogrupy 1 — najczestszy czynnik etiolo-
giczny legionelozy w Europie i Stanach Zjednoczo-
nych [3, 4, 6, 9]. Metody stuzace do diagnozowa-
nia i rozpoznawania innych serogrup L. pneumo-
phila oraz innych patogennych gatunkéw z rodza-
ju Legionella, czyli L. longbeachae, L. micdadei,
L. bozemanae i L. dumoffi, odznaczaja sie znacz-
nie nizszg czuloscia i swoistoscia [7].

Obecnie w diagnostyce legionelozy stosuje sie
nastepujace metody mikrobiologiczne:

— izolacja i hodowla bakterii z rodzaju Legionella
z prébek materiatu klinicznego,

— wykrywanie bakteryjnego DNA przy uzyciu
metody PCR (polymerase chain reaction),

— oznaczanie obecnosci antygenu Legionella
w moczu metodg immunoenzymatyczna i im-
munochromatograficzna,

— wykrywanie obecnosci bakterii w tkankach
i ptynach ustrojowych metoda bezposredniej
(DFA, direct fluorescent antibody) lub posred-
niej (IFA, indirect fluorescent antibody) immu-
nofluorescencji,

— oznaczanie stezenia swoistych przeciwciat dla
antygenow pateczek Legionella sp. w prébkach
surowicy [4, 8].

Izolacja i hodowla drobnoustrojow

Wedltug danych Centers for Disease Control
and Prevention tylko okolo 30% zidentyfikowa-
nych przypadkoéw legionelozy potwierdzono me-
toda hodowli [5]. Izolacja i hodowla bakterii umoz-
liwiajg okreslenie czynnikéw zjadliwosci danego
szczepu i jego molekularna charakterystyke oraz
wykrywanie coraz czesciej wystepujacych nowych
gatunkoéw i serogrup bakterii nalezgcych do rodza-
ju Legionella. Dane takie wykorzystuje sie pdzniej
w dochodzeniu epidemiologicznym [8].

Préobke materialu klinicznego przeznaczong do
diagnostyki bakteriologicznej nalezy pobraé¢ od pa-
cjenta przed zastosowaniem antybiotykoterapii.
Materiatem klinicznym, z ktérego w badaniach bak-
teriologicznych mozna wyhodowaé pateczki Legio-
nella sp., jest plwocina, BALF, aspirat z biopsji przez-
tchawiczej, fragment tkanki ptucnej po biopsji lub

z materialu sekcyjnego oraz krew, punktat czy ropa
[1]. Dostepnosé odpowiednich, wybiérczych dla pa-
teczek Legionella, podlozy hodowlanych umozliwia
dokonanie posiewu plwociny nawet wtedy, gdy za-
wiera rope. Mimo ze pobranie tkanki ptucnej, pltynu
oplucnowego lub BALF u niektérych chorych moze
stwarza¢ problemy, ze wzgledéw diagnostycznych
jest to najlepszy materiat kliniczny do poszukiwania
obecnosci zywych paleczek Legionella sp. [16].
Material w postaci plwociny powinno sie po-
biera¢ rano na czczo, przed spozyciem positku lub
plynéw, po dokladnym wyptukaniu jamy ustnej
jalowym roztworem soli fizjologicznej. Pacjent
musi wyksztusi¢ jak najwiecej wydzieliny z oskrze-
li do jalowego pojemniczka. Czynno$é te moze
powtarzaé. Pojemnik nalezy szczelnie zamknaé,
oznakowaé. Pobrany material mozna przechowy-
waé w temperaturze 2—-8°C do 3 dni, przez dluzszy
okres w temperaturze od —20 do —-70°C. Plwocine
nalezy transportowac w takiej temperaturze, w ja-
kiej byta przechowywana. Ptyn z ptukania oskrze-
lowo-pecherzykowego powinno sie pobraé po znie-
czuleniu miejscowym jamy nosowo-gardiowe;j.
W celu pobrania BALF u pacjenta nieintubowane-
go wprowadza sie bronchoskop przez jame nosowa
lub gardtowsg, natomiast u pacjenta zaintubowane-
go wprowadza sie bronchoskop przez rurke we-
wnatrz tchawicy. Nastepnie jalowy roztwoér
0,85-procentowego NaCl w ilo$ci 5-20 ml podaje
sie za pomoca strzykawki przez kanatl biopsyjny
bronchoskopu. Probke BALF pobiera sie przez
ostrozne wklinowanie korica bronchoskopu w §wia-
tto drogi oddechowej i podanie duzej objetosci ja-
towej soli fizjologicznej (140-200 ml) o temperatu-
rze 37°C. Roztwor nalezy podawaé w réwnych por-
cjach po 50 ml. Po podaniu kazdej czesSci materiat
nalezy odessa¢ i umiesci¢ w jatlowym pojemniku.
Pojemnik z materialem klinicznym nalezy
szczelnie zamknac i oznakowaé. Pobrany materiat
mozna przechowywaé w temperaturze 2-8°C do
3 dni, przez dtuzszy okres w temperaturze od —20 do
—70°C. Prébke BALF nalezy transportowac w takiej
temperaturze, w jakiej byt przechowywany. Trans-
port prébek powinien sie odbywaé w sterylnych,
zabezpieczonych przed wylaniem pojemnikach.
W celu zapewnienia odpowiednio niskiej tempera-
tury podczas transportu mozna uzy¢ torby termicz-
nej lub odpowiednich pojemnikéw z lodem [17].
Obecnie w hodowli paleczek Legionella sp.
wykorzystuje sie podloze agarowe z dodatkiem
L-cysteiny, na przyktad podloze BCYE (buffered char-
coal yeast extract agar), podtoze BCYE z dodatkiem
antybiotykéw GVPC (glicyna, wankomycyna, po-
limyksyna B, cykloheksamid) lub podioze BMPA
zawierajgce antybiotyki, takie jak: anizomycyna,
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cefamandol, polimiksyna B [18]. Hodowle prowa-
dzi sie w temperaturze 36 +/-1°C w atmosferze
o zwiekszonej zawartosci CO,i wilgotnosci powy-
7ej 50% przez 10-14 dni [6]. Wzrost kolonii bakte-
ryjnych ocenia sie makroskopowo co 2-3 dni. Po-
twierdzeniem wzrostu jest obecnos$¢ jednej lub kil-
ku kolonii pateczek Legionella sp. na ptytce. Ujem-
ny wynik hodowli moze mie¢ miejsce w przypad-
ku, gdy pacjent byt wczesniej leczony antybioty-
kami lub pobrany do posiewu materiat byt niewta-
Sciwie przechowywany [19].

Wyizolowanie paleczek Legionella sp. z pré-
bek materiatu klinicznego uznaje sie za najbardziej
wiarygodna metode rozpoznania legionelozy [3, 4,
9, 13]. Wplyw na czulo$¢ metod hodowlanych
w rozpoznawaniu tej choroby majg odpowiednie
pobranie i transport prébek materiatu klinicznego
oraz uzycie odpowiednich podi6z hodowlanych.

Wykrywanie bakteryjnego DNA
przy uzyciu metody PCR

W diagnostyce legionelozy wykorzystuje sie
réwniez badanie polegajace na wykrywaniu me-
todg PCR (fancuchowa reakcja polimerazy) specy-
ficznego fragmentu DNA w prébce materiatu klinicz-
nego [3-5, 9]. DNA paleczek Legionella sp. mozna
wykrywa¢ zar6wno w materiale uzyskanym z drég
oddechowych, jak i w prébkach moczu i krwi. Czu-
tos¢ tej metody jest zr6znicowana i moze sie wahaé
10-86% [13]. W badaniach w kierunku zakazen
L. pneumophila, wykonywanych technika PCR, wy-
korzystuje sie sekwencje dla genéw: 5S rRNA, 16S
rRNA, mip, kodujacych biatko DnaJ i kodujacych pod-
jednostke  polimerazy RNA (rpoB) [3, 4, 20].

Dostepne na rynku komercyjne testy sa prze-
znaczone gléwnie do wykrywania obecnosci DNA
pateczek Legionella sp. w $rodowisku, jednak
ostatnio pojawily sie r6wniez testy do wykrywa-
nia DNA w préobkach materiatu klinicznego przy
zastosowaniu techniki Real-Time PCR [3, 12].
Zaleta tej metody jest krotki czas oczekiwania na
wynik badania. Obecnie metoda ta nie jest na tyle
dobrze wystandaryzowana, by mozna ja bylo po-
wszechnie stosowa¢ w rutynowej diagnostyce le-
gionelozy [3, 4, 9, 18].

Oznaczanie poziomu antygenu pateczek
Legionella w prébkach moczu

Ze wzgledu na dlugi czas oczekiwania na
wynik hodowli, czyli 3-10 dni od posiewu prébki
na odpowiednie podioze, dos§¢ wysoki koszt bada-
nia oraz trudnoéci w odpowiednim uzyskaniu
probki materiatu klinicznego do badan w diagno-

styce zakazen bakteriami Legionella sp. serogrupy
1 bardziej powszechne sg badania serologiczne,
w tym przede wszystkim poszukiwanie antygenu
pateczek Legionella w prébkach moczu [1].

Mocz do badania serologicznego powinien by¢
pozyskiwany od os6b badanych na czczo z pierw-
szej porannej mikcji, przy zachowaniu dotychcza-
sowej diety. Prébke moczu, w objetosci nie mniej-
szejniz 2 ml, nalezy dostarczy¢ w jatowych, szczel-
nie zamykanych plastikowych probéwkach lub
pojemnikach w temperaturze otoczenia w czasie
nie dluzszym niz 4 godziny od pozyskania lub
w temperaturze 5°C (+/-3°C) w czasie nie dluz-
szym niz 24 godziny. Jesli probka moczu bedzie
przechowywana lub transportowana w czasie diuz-
szym niz 24 godziny, nalezy ja zamrozi¢ w tempe-
raturze co najmniej —20°C i przechowywa¢ lub
transportowacé w stanie uniemozliwiajgcym jej roz-
mrozenie. W przypadku braku mozliwosci zamro-
zenia prébke moczu po pobraniu nalezy ogrzewac
przez 10-15 minut we wrzacej tazni wodnej i prze-
chowywaé w temperaturze 5°C (+/-3°C).

Wykrywanie antygenu w moczu dotyczy za-
zwyczaj paleczek L. pneumophila serogrupy 1.
Przyjmuje sie, ze okolo 80-90% chorych z objawa-
mi zapalenia pluc juz od pierwszego dnia wysta-
pienia objawéw klinicznych wydala w moczu an-
tygen L. pneumophila. Wiadomo réwniez, ze obec-
no$¢ antygenu w préobkach moczu z reguty mozna
stwierdzi¢ w ciagu pierwszych 2-3 tygodni trwa-
nia choroby [4, 17, 21, 22].

Najczesciej do poszukiwania obecnosci anty-
genu w prébkach moczu wykorzystuje sie odczyn
immunoenzymatyczny lub szybkie testy oparte na
technice immunochromatografii [22].

Czulos¢ metody immunoenzymatycznej (ELI-
SA, enzyme-linked immunosorbent assay) w wykry-
waniu antygenu w moczu szacuje sie na 80-90%,
a swoisto$¢ na 99%. Czas oczekiwania na uzyska-
nie wyniku wynosi okolo 4 godzin [7, 9, 13, 18].

W ostatnich latach do wykrywania antygenu
L. pneumophila serogrupy 1 w moczu wprowadzo-
no rowniez wiele testow opartych na metodzie
immunochromatografii [3, 19, 23]. Z danych przed-
stawionych przez EWGLI wynika, Ze najwiecej
przypadkéw zachorowan na legioneloze wykrywa
sie przy uzyciu wlasnie tych szybkich testéw dia-
gnostycznych. Zaleta metody jest tatwo$é wykona-
nia badania i krétki czas oczekiwania na wynik
wynoszacy kilkanascie minut. Z tego powodu te-
sty te zaleca sie do rutynowej diagnostyki legione-
lozy wykonywanej u oséb trafiajacych do szpitala
z ciezkim zapaleniem ptuc. Wada szybkich testéw
jest ich nizsza czulo$é w poréwnaniu z testami
immunoenzymatycznymi [3, 4, 9, 19]. Na rycinie 1
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Rycina 1. Wynik reakcji uzyskany podczas badania prébki moczu
pobranej od osoby z zapaleniem piuc wywotanym przez pateczki
L. pneumophila serogrupy 1 dwoma immunochromatograficznymi
testami. Po lewej stronie wynik badania wykonany przy uzyciu
testu Uni-Gold Legionella firmy Trinity Biotech, po prawej stronie
— NOW Legionella firmy Binax

Figure 1. The results of two immunochromatographic tests of urine
speciment from person with lung infection caused by L. pneumo-
phila serogroup 1 in two immunochromatographic assays; in Trinity
Biotech Uni-Gold Legionella antygen test on the left and Binax NOW
Legionella antigen test on the right

przedstawiono przykltadowe wyniki dodatnie uzy-
skane podczas badania prébki moczu osoby chorej
na legioneloze przy uzyciu dwéch zestawéw komer-
cyjnych testéw immunochromatograficznych.

Oznaczanie pateczek Legionella w tkankach
metoda immunofluorescenciji

Poza wykrywaniem antygenu pateczek Legionel-
la sp. w moczu mozna réwniez stwierdzi¢ jego obec-
noé¢ w tkankach ludzkich przy uzyciu metody bez-
posredniej immunofluorescencji (DFA, direct fluore-
scent antibody). Przy uzyciu tej metody mozna wy-
kry¢ pateczki Legionella w wydzielinie z drég ukla-
du oddechowego, tkance ptuc i ptynie optucnowym
[4]. Przyjmuje sie, ze czulo$é tych metod wynosi
25-70%, a swoisto$¢ powyzej 95% [4]. Zaletq tej me-
tody jest mozliwo$¢ okreélenia przynaleznosci wy-
krytych paleczek Legionella sp. do odpowiednich ga-
tunkéw i serogrup, natomiast wada jest mozliwosé
wystapienia nieswoistych reakcji krzyzowych z in-
nymi antygenami bakteryjnymi [2-4].

Oznaczanie poziomu
swoistych przeciwciat

W przypadku poszukiwania swoistych prze-
ciwciat dla L. pneumophila serogrupy 1 w prébce
surowicy metodg ELISA rozpoznanie aktualnego
zakazenia wymaga wykazania serokonwersji
w dwdch prébkach surowicy uzyskanych w odste-
pie co najmniej 10-14 dni. Zazwyczaj do badania
uzyskuje sie jednak pojedyncza prébke surowicy
uzyskang w zaawansowanym stadium choroby.
Wykazanie w niej podwyzszonego stezenia prze-
ciwcial moze jedynie $wiadczyé o prawdopodob-
nym zakazeniu pateczkami Legionella sp. [9, 13].
Czulosé tej metody ELISA wynosi okoto 90%, a spe-
cyficznosé 80-90% [13].

Przeciwciala dla antygenéw L. pneumophila se-
rogrupy 1 pojawiaja sie po uplywie tygodnia od za-
chorowania i osiagaja najwyzsze stezenie w 3—4 tygo-
dniu. Zaobserwowano réwniez przypadki chorych na
legioneloze, u ktérych nie wystapila serokonwersja.

Jednym z czynnikéw wplywajacych na odpo-
wiedZ humoralng jest wiek. Znamienny poziom
przeciwcial klasy IgM stwierdzono u dzieci powy-
zej 2. roku zycia [7]. W grupie dzieci w wieku poni-
zej 2 lat zaobserwowano graniczne stezenie tej klasy
przeciwcial [7]. Przeciwciala zanikajg zazwyczaj po
2-3 miesigcach, jednak niekiedy mozna je wykry¢
w prébce surowicy nawet po uplywie 12—18 miesie-
cy. Zaréwno u oséb dorostych, jak i u dzieci wyka-
zanie wysokiego stezenia przeciwciat klasy IgM
w prébee surowicy krwi §wiadczy o aktualnym zaka-
zeniu pateczkami Legionella sp. [3, 7, 8, 15].

W diagnostyce legionelozy stosuje sie réwniez
test immunofluorescencji posredniej (IFA, indirect
fluorescent antibody). Stuzy on do wykrywania
swoistych przeciwcial dla pateczek Legionella sp.
w surowicy chorego. Obecnie sg dostepne testy
wykrywajace immunoglobuliny klas A, Gi M lub
zestawy do wykrywania tylko przeciwcial klasy
IgG lub tylko IgM. Odczytu dokonuje sie przy uzy-
ciu mikroskopu immunofluorescencyjnego, przy
400-krotnym powiekszeniu. O zakazeniu pateczka-
mi Legionella sp. §wiadczy znamienny przyrost
miana przeciwcial w dwéch prébkach surowicy
uzyskanych w réznych okresach choroby [4, 16, 24].

Oznaczenia poziomu przeciwcial w surowicy
ludzkiej mozna wykonaé réwniez za pomoca ta-
kich testéw, jak aglutynacja lateksowa, hemaglu-
tynacja i mikroaglutynacja [2].

Mimo wysokiej czulosci i swoistoéci metod
serologicznych maja one pewne ograniczenia. Do
najwazniejszych nalezy czas niezbedny na rozwi-
niecie odpowiedzi humoralnej chorego do pozio-
mu wykrywalnego w testach serologicznych oraz
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mozliwo§é wystepowania reakcji krzyzowych
w przypadku zakazen bakteryjnych wywotanych
przez Pseudomonas spp., Haemophilus sp., Bacte-
roides spp. oraz pateczki Campylobacter [3, 13].

Podsumowanie

W diagnostyce zakazen paleczkami L. pneumo-
phila wykorzystuje sie metody izolacji bakterii z pré-
bek materialu klinicznego, techniki biologii moleku-
larnej i metody serologiczne. Metode izolacji i ho-
dowli drobnoustrojow, ze wzgledu na swoja 100-pro-
centowa swoisto$é, uwaza sie za zloty standard
w badaniach mikrobiologicznych. W przypadku poszu-
kiwania pateczek Legionella sp. metoda ta ma jednak
istotne ograniczenia, ktére wynikajg z rodzaju bada-
nego materiatu klinicznego, dlugiego czasu potrzeb-
nego na wzrost drobnoustrojéw i jego ograniczonej
czulosci. Z badan przeprowadzonych przez EWGLI
jednoznacznie wynika, ze w celu zdiagnozowania
legionelozy najczesciej poszukuje sie antygenu pa-
teczek Legionella sp. w prébkach moczu. Badania te
sa szybkie, tanie, proste i za ich pomoca wykrywa
sie zakazenie w jego wczesnej fazie. Dodatkowymi ich
zaletami sa stosunkowo wysoka czulos$é (75-90%)
i swoisto$é (> 99%) w poréwnaniu z metodami ho-
dowlanymi [14]. Poszukiwanie antygenu w prébkach
moczu powinno by¢ wiec metoda diagnostyczna
z wyboru w ciggu pierwszych 2-3 tygodni trwania
choroby. W przypadku dtuzej trwajgcych infekcji bar-
dziej przydatne w diagnostyce legionelozy jest po-
szukiwanie swoistych przeciwcial w prébkach suro-
wicy 0s6b chorych za pomocg odczynu immunoen-
zymatycznego. Nalezy doda¢, ze mikrobiologiczne
badania diagnostyczne w kierunku zakazenia palecz-
kami z rodzaju Legionella wykonuje sie w Polsce je-
dynie w nielicznych laboratoriach, miedzy innymi
w Zakladzie Bakteriologii Narodowego Instytutu
Zdrowia Publicznego-Panstwowego Zakladu Higie-
ny w Warszawie. Z powodu niedostatecznego zaple-
cza laboratoryjnego liczba wykrytych przypadkéw tej
choroby w Polsce jest znacznie nizsza niz w innych
krajach Unii Europejskiej. Wydaje sie wiec koniecz-
ne zwiekszenie dostepnosci badan mikrobiologicz-
nych, jak réwniez badanie w kierunku legionelozy
wiekszej liczby chorych na zapalenie ptuc.
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