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SAZETAK. Cilj: Bakterije roda Legionella znacajni su uzro¢nici nozokomijalnih pneumonija, kao i
pneumonija koje se javljaju u zajednici. U vecini slucajeva klinicki nije moguce razlikovati pneu-
monije uzrokovane legionelama od onih nastalih ostalim atipicnim uzrocnicima. Etioloska dijag-
noza zasniva se prije svega na kultivaciji, detekciji antigena, serodijagnostici i molekularnim tes-
tovima. Metode: U radu smo retrospektivno analizirali rezultate pretraga izvrSenih na
Mikrobioloskom odjelu Nastavnog zavoda za javno zdravstvo u Rijeci od 2003. do 2008. godine.
U nasim laboratorijima u vecini slu¢ajeva legioneloza je dijagnosticirana detekcijom Legionella
antigena u urinu i/ili imunoenzimskim (EIA) anti Legionella 1gM pretragama kao najranijim
seroloskim pokazateljem infekcije. Rezultati: Sveukupno je obradeno 97 uzoraka urina i 112 se-
ruma prikupljenih od bolesnika s podrucja Primorsko-goranske Zupanije. L. pneumophila O1 an-
tigen otkriven je u 5 (5 %) od 97 uzoraka urina. Seroloski je EIA metodom utvrdena prisutnost
IgM protutijela u ukupno 13 obradenih uzoraka (12 %). Samo IgM detektiran je u 4 (21 %), IgM
plus IgAilgG u5 (26 %), IgMilgAu 3 (16 %), IgMi1gG u 1 (5 %), i samo IgG protutijela u 6 (32 %)
od 19 pozitivnih uzoraka seruma. U konacnici, u razdoblju od 2003. do 2008. godine pozitivni
nalazi na bakteriju L. pneumophila utvrdeni su u uzorcima od ukupno 8 bolesnika. Rasprava i
zakljucci: Detekcija IgM protutijela primjenom osjetljive metode kao Sto je imunoenzimski test —
EIA pokazala se pogodnom u kombinaciji s detekcijom antigena u urinu za dijagnostiku legionelo-
za. EIA za otkrivanje L. pneumophila seroskupine O1 antigena u urinu predstavlja specificnu me-
todu koja je osobito znacajna za brzu dijagnostiku legionarske bolesti.

Kljuéne rijeci: anti Legionella protutijela, dijagnostika, Legionella O1 antigen, Legionella
pneumophila

ABSTRACT. Aim: Bacteria of the genus Legionella are important causes of both community-ac-
quired and nosocomial pneumonia. However, the majority of cases are clinically indistinguish-
able from other causes of pneumonia and it cannot be reliably diagnosed on clinical grounds
alone. The etiological diagnosis depends mostly on culture, antigen detection, serological or
molecular tests. Methods: Present paper represents the results of retrospective analysis of
tests performed at the Department of Microbiology the Teaching Institute of Public Health in
Rijeka between 2003 to 2008. In our laboratories most of the cases were diagnosed by the de-
tection of Legionella antigen in urine and/or serological determination with enzyme immu-
noassay (EIA) test of the anti-Legionella IgM fraction as the most recent answer to infection.
Results: Overall 97 urine samples and 112 sera of patients from Primorsko-Goranska County
were analysed. L. pneumophila O1 antigen in urine was detected in 5 (5 %) of 97 samples. Se-
rologically EIA detected IgM in overall 13 (12 %) of all samples tested. IgM only was found in 4
(21 %) samples, IgM plus IgA and 1gG in 5 (26 %), IgM plus IgA in 3 (16 %), IgM plus 1gG in 1 (5
%), and 1gG alone was found in 6 (32 %) of 19 positive samples. Overall, from 2003 to 2008 L.
pneumophila positive results were found in samples from 8 patients. Discussion and Conclu-
sions: Detection of IgM using a sensitive technique such as EIA seems to be a suitable comple-
ment to antigenuria detection for the diagnosis of legionellosis. EIA for the detection of L.
pneumophila serogroup O1 antigen in urine specimens is a specific assay which is of great im-
portance in providing a rapid diagnosis of Legionnaires’ disease.

Key words: anti-Legionella antibodies, diagnosis, Legionella O1 antigen, Legionella pneu-
mophila
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Rodu Legionella pripadaju fakultativno unutarsta-
nicne bakterije. Zbog svojih fenotipskih i genet-
skih osobitosti izdvojene su u zasebnu porodicu
1979. godine. Taksonomija porodice Legionella-
ceae neprestano se mijenja zbog otkri¢a novih
vrsta i serotipoval. Do danas je otkriveno preko
Cetrdeset vrsta s viSe od Sezdeset serotipova legi-
onela. Legionella pneumophila (L. pneumophila)
podijeljena je na temelju antigene grade u 14 se-
roskupina. Infekcije ljudi najéesée uzrokuje L.
pneumophila seroskupine O1. Legionele su Siroko
rasprostranjene u prirodi, osobito u vodenim sre-
dinama, ali i u vlaznoj zemlji. Prisutnost organ-
skog sedimenta i komenzalne mikroflore pomaze
njihovu proliferaciju, a poznata je i sposobnost
razmnoZavanja legionela u protozoima. Humane
legioneloze javljaju se kao posljedica infekcije le-
gionelama iz okolisa. Najcesce se kao izvor infek-
cije spominju sustavi i uredaji u kojima se nalazi
voda. Kolonizaciju bakterijama u pravilu uzrokuje
komunikacija uredaja s neprocis¢enim vodama ili
kontaminacija s necisto¢om iz okoline. Kako legi-
onele nisu osjetljive na uobicajene koncentracije
klora u vodovodnoj vodi, nalaze se i u sustavima
za opskrbu stanovniStva pitkom vodom. Uz pri-
sutnost organskog i anorganskog oneciséenja, ra-
stu i razmnoZavanju legionela pogoduje stagnaci-
ja vode u slijepim zavrSecima vodoopskrbnih
sustava, rezervoarima, bojlerima, bazenima i apa-
ratima za kondicioniranje zraka®>.

PUTEVI | NACIN PRIJENOSA

Nacini na koji se Legionella iz okolisa prenosi na
ljude su raznovrsni. Najces¢e dospijevaju u disni
sustav iz kontaminiranog okoliSa u vidu aerosola.
Takoder su evidentirani slucajevi infekcije uslijed
aspiracije i terapeutskih manipulacija u respirator-
nom sustavu. Kontaminirani aerosol najcesce se
stvara u okolini vodenih tornjeva, iznad bazena s
pjenom i u ovlaziva¢ima zraka. Ljudi se mogu za-
raziti tijekom kupanja, boravka u blizini vodenih
tornjeva ili aparatima za kondicioniranje zraka, od-
nosno za komprimirani zrak, ako je u sustave zra-
kolovki usao kontaminirani aerosol iz obliznjeg vo-
denog tornja. Kako je L. pneumophila izolirana s
tuseva, pretpostavlja se da bi i aerosol koji nastaje
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tijekom tusiranja mogao biti odgovoran za infekci-
ju. Infektivna doza i imuni status domacina presud-
ni su za pojavu klini¢kih znakova bolesti. Za razliku
od pontijacke groznice, koja se u epidemijskom
obliku javlja bez sezonski uocljive distribucije, legi-
onarska bolest ¢escée se javlja u proljece i ljeto*.

PREDISPONIRAJUCI CIMBENICI

Osobe koje obolijevaju od legionarske bolesti
obi¢no su srednje ili starije Zivotne dobi, ali bolest
se moze javiti u svim dobnim skupinama, ukljucu-

Infekcije u ljudi moZe uzrokovati najma-
nje 20 vrsta Legionella, a najucestaliji
uzrocnik je Legionella pneumophila sero-
skupine O1. Pneumonije uzrokovane le-
gionelama mogu biti teSke i povezane s
multiorganskim oStecenjima te visokim
mortalitetom. Legionele rjede uzrokuju
izvanpluéne infekcije kao $to su endokar-
ditis, perikarditis i infekcije rana, a mogu
takoder izazvati blagu samolimitirajucu
respiratornu bolest s epidemijskim po-
tencijalom — pontijacku groznicu.

juci djecu. Vecinom obolijevaju imunokompromi-
tirani te pacijenti s kroni¢nim bolestima kao Sto
su diabetes mellitus, kroni¢na opstruktivna bolest
pluéa, kardiovaskularne bolesti, a kao ¢imbenici
rizika navode se alkoholizam i pusenje. Cesto se
bolest javlja i letalno zavrSava kod pacijenata s
transplantiranim bubregom ili onih na hemodija-
lizi®.

KLINICKA SLIKA

Inkubacija traje dva do deset dana, a rani klinicki
znaci oboljenja jesu slaba glavobolja i bolovi u
temperatura i suhi kasalj. Veéina pacijenata zali
se na bol u abdomenu, a katkad je bolest pra¢ena
bubreznim smetnjama uz proteinuriju, azotemiju
i hematuriju. Moguca su ostecenja funkcije jetre i
sredi$njeg Ziv€anog sustava. Najznacajniji pato-
loski nalaz je akutna pneumonija razvijena u razli-
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¢itom opsegu, sve do multilobarne konsolidacije
pluénog parenhima. Konsolidacija inicijalno za-
hvaca susjedne lobuluse i Siri se do lobarnog sra-
stanja. Obicno je bilateralna, bez predilekcijskog
mjesta razvoja ostecenja. U oko 20 % slucajeva
pneumonija je nodularna, pracena ograni¢enim
ostecenjima, a rjede se u pluéima stvaraju apsce-
si. Proces se moze prosiriti na pleuru, te dolazi do
fibrinoznog pleuritisa. lako patoloski nalaz moze
upucivati na legionarsku bolest, bez specifi¢nih
pretraga nije moguce postaviti konacnu etiolosku
dijagnozu. Najces¢i atipicni uzrocnici pneumonija,
uz viruse, jesu unutarstani¢ne bakterije, ukljucu-
judi vrste Coxiella burnetii, Chlamydophila pneu-
moniae, Chlamydia psittaci, Mycoplasma pneu-
moniae i Legionella pneumophila®.

LABORATORIJSKI NALAZI

Najcesce se u oboljelih zamjecuju promjene broja
leukocita sa skretanjem krvne slike ulijevo, prote-
inurija, hiponatremija, azotemija, povecane vri-
jednosti serumske glutamat oksalacetat transa-
minaze (SGOT) i visoka sedimentacija eritrocita.

Izravna mikrobioloska dijagnostika provodi se
kultivacijom legionela i testom direktne fluores-
cencije - DFA. Kultivacija je specificha metoda di-
jagnostike koja omogucuje detekciju svih vrsta i
seroskupina legionela. Na mikrobioloSku pretragu
dostavljaju se uglavnom uzorci iz respiratornog
sustava: iskasljaj, bronhoskopski uzorci, pleuralni
punktati i uzorci biopsija tkiva. Legionele su za-
htjevne u pogledu in vitro uzgoja, a vecina sojeva
poraste na posebnim umjetnim hranilistima
(BCYE - Buffered Charcoal Yeast Extract) tijekom
inkubacije od dva do tri dana. Direktnom fluores-
cencijom u klinickim se uzorcima detektira prisut-
nost antigena. lako rezultati ove pretrage mogu
biti relativno brzo dostupni, ona ima ogranicen
dijagnosticki znacaj, osobito u podrucjima s ni-
skom prevalencijom bolesti, zbog relativno slabe
osjetljivosti (20 - 70 %) i mogucénosti unakriznog
— laznog pozitiviteta s drugim bakterijama. Kako
bi se detektirali antigeni vrste L. pneumophila se-
roskupine O1 u urinu, danas se Cesto koriste brzi
te visoko specificni (>99 %) i osjetljivi (70 — 90 %)
testovi kao Sto su enzimski imunoesej — EIA, imu-
nokromatografski test ili lateks aglutinacija. Nalaz
antigena u urinu bolesnika moZe ostati pozitivan
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tjednima ili mjesecima, te ne mora nuzno ukazi-
vati na akutnu infekciju. Takoder treba imati na
umu da se ova metoda ne moze primijeniti u dija-
gnostici infekcija koje su uzrokovane ostalim vr-
stama legionela i drugim seroskupinama vrste L.
pneumophila. Za izravnu detekciju legionela na
trzistu su komercijalno dostupni visoko specifi¢ni
i osjetljivi testovi lancane reakcije polimeraze
(PCR - Polymerase Chain Reaction)®’.

Neizravna mikrobioloska dijagnostika provodi se
detekcijom specifi¢nih protutijela u serumu bole-
snika pomocu testa indirektne fluorescencije —
ITFA i indirektnog enzimskog imunoeseja - IEIA.
Ove metode mogu biti visoko osjetljive (70 - 80
%) i specificne ( >95), osobito u dijagnostici infek-
cija koje uzrokuje L. pneumophila seroskupine
O1. Postoji, medutim, mogucnost lazno pozitiv-
nog nalaza, odnosno unakriznog pozitiviteta zbog
prisutnosti bakterija kao Sto su Pseudomonas ae-
ruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Bacte-
roides spp., Campylobacter jejuni i Bordetella
pertussis. Prisutnost protutijela na legionele u se-
rumu ljudi u populaciji nije rijetka kao pokazatelj
prethodnog, najcesce asimptomatskog izlaganju
antigenu. Stoga je, pretragom parnih uzoraka se-
ruma istog bolesnika u razmaku od cetiri do Sest
tjedana, potrebno dokazati znacajnu dinamiku
IgG titra odnosno serokonverziju koncentracije
protutijela®?°,

Osjetljivosti legionela na antibiotike, odnosno
klinicki odgovor na primijenjenu terapiju nije u
korelaciji s rezultatima in vitro ispitivanja i stoga
se ona u praksi ne primjenjuju. Legionele proizvo-
de B-laktamaze i zato se u terapiji legionarske bo-
lesti ne primjenjuju penicilinski i cefalosporinski
pripravci. Na legionele ne djeluju aminoglikozidi
niti vankomicin. Specifi¢na terapija ukljucuje pri-
mjenu antibiotika koji dostiZzu visoke koncentraci-
je unutar stanica (makrolidi, kinoloni, tetraciklini,
rifampin). Primjena azitromicina i eritromicina
smanjuje postotak smrtnih slucajeva i oni su lije-
kovi izbora u terapiji legioneloza. Rifampicin ima
in vitro vrlo snazan antimikrobni u¢inak i moZe se
primjenjivati u kombinaciji s eritromicinom kod
tezih slucajeva oboljenja ili ukoliko lijecenje erito-
micinom nije dalo Zeljene rezultate. Prema poda-
cima iz literature izvjesni uspjesi postignuti su i s
trimetoprimom u kombinaciji sa sulfometoksazo-
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lom. Neki autori opisuju dobar odgovor na lijece-
nje fluorokinolonima kao Sto su levofloksacin i
ciprofloksacin**2,

MATERIJALI | METODE

Retrospektivno smo analizirali rezultate testiranja
uzoraka koji su obradeni u laboratorijima Mikro-
bioloskog odjela Nastavnog zavoda za javno
zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije u razdo-
blju od 1. sije¢nja 2003. do 31. prosinca 2008. go-
dine. Uzorci bolesnika sa sumnjom na infekciju
uzrokovanu legionelom dostavljani su na pretra-
ge iz ordinacija primarne zdravstvene zastite i
specijalistickih ordinacija te Klinickog bolni¢kog
centra Rijeka i drugih zdravstvenih ustanova s po-
drucja Zupanije. U radu smo prikazali ukupan broj
uzoraka dostavljenih na izravnu imunoenzimsku
pretragu urina i seroloske IgM, IgA i I1gG pretrage
na legionelu. Analizirana je zastupljenost pozitiv-
nih laboratorijskih nalaza u korelaciji s brojem
prijavljenih bolesnika, te njihova spolna i dobna
distribucija.

Za uzgoj - primoizolaciju Legionella spp. koristili
smo umjetnu BCYE — Buffered Charcoal Yeast
Extract podlogu (bioMérieux, Francuska) spravlje-
nu prema preporukama proizvodaca. Uzorci za
kultivaciju su, unutar dva do Cetiri sata po uzima-
nju, dostavljani na Mikrobioloski odjel u laboratorij
za respiratorne infekcije gdje je izvrSeno nacjeplji-
vanje i potom inkubacija uzoraka na temperaturi
od 35°C uz 3 do 5 % CO, u atmosferi, kroz sedam
do petnaest dana.

Testovi direktne fluorescencije — DFA izvodeni su
koristenjem Monofluo L. pneumophila FA kita
(Bio Rad, Francuska).

Prisutnost antigena L. pneumophila seroskupine
01 u urinu odredivana je komercijalnim imuno-
enzimskim testom Biotest Legionella Urin Anti-
gen EIA (Biotest, Njemacka). Na pretragu su do-
stavljani uzorci prvog jutarnjeg urina. Uzorci su
transportirani na +4°C i testirani neposredno po
dostavljanju, odnosno unutar 24 sata uz ¢uvanje
na +4°C, ili na -20°C prilikom pohranjivanja duzeg
od 24 sata. Testiranje je obavljano prema uputa-
ma proizvodaca. Od svakog bolesnika testirano je
po 100 pl urina u triplikatu uz istovremeno izvo-
denje pozitivne, dviju negativnih kontrola i slijepe
probe. Nakon fotometriranja na 420 nm, rezultati
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testa odredeni su usporedbom dobivenih ekstink-
cija uzoraka s granicnom vrijednoscu testa. Gra-
ni¢na vrijednost (cut-off) je odredena izracunom
srednje vrijednosti apsorbancija negativnih kon-
trola uvecanih za 0,200. Uzorci s ekstinkcijom jed-
nakom ili ve¢om od granicne vrijednosti proglase-
ni su pozitivnim.

Za odredivanje prisutnosti anti L. pneumophila
IgM, IgA i IgG protutijela u serumu koristen je
komercijalni imunoenzimski test (Euroimmun,
Njemacka). Prisutnost protutijela odredivana je
usporedivanjem dobivenih rezultata testiranih
seruma s granicnom vrijednoséu utvrdenom ra-
¢unskom kalibracijom, a izrazena je kao S/CO
omjer (S/CO — sample rate/cut-off rate). Uzorak
se smatra pozitivnim ukoliko mu je vrijednost
S/CO veca od 1,00. Uzorci krvi prikupljani su ve-
nepunkcijom pomocu komercijalnih sistema (Va-
cutainer SST Il Advance, BD, USA). Serumi su od-

Infekcije uzrokovane legionelama na
podrucju Primorsko-goranske Zupanije
nisu Ceste, iako, s obzirom na to da se
rijetko postavlja indikacija za izvrSava-
nje kompletne palete dijagnostickih
pretraga na legionele, prava i etioloski
potvrdena incidencija sa sigurnosScu
nije poznata.

vajani centrifugiranjem i analizirani 24 do 48 sati
po zaprimanju uz ¢uvanje na +4°C. Inicijalno pozi-
tivni uzorci su retestirani u duplikatu. Svi ispitiva-
ni uzorci pohranjeni su na —20°C.

REZULTATI

Od 1. sijecnja 2003. do 31. prosinca 2008. godine
na Mikrobioloskom odjelu Nastavnog zavoda za
javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije u
Rijeci obradeno je ukupno 97 uzoraka s ciljem da
se detektira L. pneumophila O1 antigen u urinu.
L. pneumophila antigenurija ustanovljena je u 5
(5 %) uzoraka, dok su ostali nalazi (92 ili 95 %) bili
negativni (slika 1). Najvise imunoenzimskih pre-
traga urina izvrSeno je 2007. godine (24 ili 25 %),
a pozitivni nalazi dobiveni su pretragama obavlje-
nim tijekom 2006. godine (dva pozitivna uzorka),
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2005. godine (dva pozitivna uzorka) i 2003. godi-

ne kada je zabiljezen jedan nalaz L. pneumophila

01 antigena u urinu (slika 2).

U razdoblju obuhvac¢enom retrospektivnom anali-

zom s podrucja Primorsko-goranske Zupanije zapri-
5% mljeno je 112 seruma prikupljenih od bolesnika sa
sumnjom na infekciju uzrokovanu legionelom
(slika 3.). Imunoenzimskim testiranjem potvrden
je nalaz L. pneumophila O1 IgM protutijela u 13
(12 % obradenih uzoraka), IgG protutijela u 12
(11 % obradenih uzoraka), a IgA protutijela u 11
(10 % obradenih uzoraka). Samo I1gM protutijela
pronadena su u 4 (21 % seroloski pozitivnih uzora-

ka), IgM plus IgAi1gG u 5 (26 % seroloski pozitivnih
O Negativan/Negative M Pozitivan/ Positive uzoraka), IgM i IgA u 3 (16 % seroloski pozitivnih
uzoraka), 1gM i 1gG u 1 (5 % seroloski pozitivnih

uzoraka) i samo 1gG u 6 (32 % seroloski pozitivnih
Slika 1. Prikaz pozitivnih i negativnih nalaza EIA testiranja na L.

, : N - . uzoraka) od 19 seroloski pozitivnih nalaza (slika 4).
pneumophila serogrupe 01 antigen u urinu tijekom analiziranog razdoblja

(N=97) Prema rezultatima pretraga izvrSenih u laboratori-
Figure 1 Positive and negative EIA test results for detection of L. jima Mikrobioloskog odjela Nastavnog zavoda u
pneumophila serogroup 01 antigen in urine during analysed period razdoblju od 2003. do 2008. godine nalaz L. pneu-
(N=97) mophila potvrden je u uzorcima osmero bolesnika.
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Slika 2. Rezultati EIA testiranja na L. pneumophila serogrupe 01 antigen u urinu tijekom analiziranog razdoblja
(N=97)

Figure 2 Test results obtained by the EIA for detection of L. pneumophila serogroup 01 antigen in urine during
analysed period (N=97)

82 http://hrcak.srce.hr/medicina medicina 2009, Vol. 45, No. 1, p. 78-86




B. Ticac, I. ZiZi¢, P. Kesovija et al.: Infekcije vrstom Legionella pneumophila u Primorsko-goranskoj Zupaniji

Jedan bolesnik s negativnom antigenurijom bio je pada dobnim skupinama izmedu 45 i 54, te 65 i
seroloskim EIA testiranjem IgM i IgA pozitivan. 74 godine koje su zastupljene s po 3 (37 %) pozi-
Pozitivni rezultati uglavnom su zabiljeZeni u mus- tivna bolesnika. Po jedan bolesnik nalazi se u
karaca (6 ili 75 % bolesnika) (slika 5). Analiza dob- dobnoj skupini od 25 do 34 godine i iznhad 75 go-
ne raspodjele bolesnika pokazala je da vecina pri- dina (slika 6).
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Slika 3. Rezultati EIA testiranja na L. pneumophila serogrupe 01 anti — I1gM, IgG and IgA tijekom analiziranog razdoblja (N=112)

Figure 3 Test results obtained by the EIA for detection of L. pneumophila serogroup 01 anti - IgM, IgG and IgA during analysed
period (N=112)

5%

26 %
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Slika 4. Rezultati EIA testiranja na L. pneumophila serogrupe 01 anti — IgM, IgG and IgA tijekom analiziranog
razdoblja (N=112)

Figure 4 Test results obtained by the EIA for detection of L. pneumophila serogroup 01 anti - IgM,IgG and IgA
during analysed period (N=112)
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Slika 5. Dobna raspodjela bolesnika tijekom analiziranog razdoblja (N=8)
Figure 5 Age distribution of patients during analysed period (N=8)
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Slika 6. Spolna raspodjela bolesnika tijekom analiziranog razdoblja (N=8)
Figure 6. Sex distribution of patients during analysed period (N=8)

RASPRAVA | ZAKLJUCCI

Pneumonije uzrokovane legionelama mogu biti
teske i povezane s multiorganskim osteéenjima te
visokim mortalitetom. Dostupnost novijih mikro-
bioloskih pretraga i njihovo uvodenje u rutinski
rad laboratorija olakSava etioloski pristup i dife-
rencijalnu dijagnostiku, kako bolnickih, tako i
pneumonija koje se javljaju u zajednici'**.

http://hrcak.srce.hr/medicina

U Hrvatskoj se godisnje registrira petnaestak obo-
lielih od legionarske bolesti. Bolest se javlja spo-
radi¢no tijekom Ccitave godine ili u epidemijama
koje se cesce javljaju u kasno proljece i rano ljeto.
Zvani¢ni podaci Registra oboljelih od legionarske
bolesti Sluzbe za epidemiologiju Hrvatskog zavo-
da za javno zdravstvo pokazuju kako je preventiv-
nim aktivnostima ucinkovito smanjena ucestalost
epidemija legionarske bolesti u nasoj zemlji. Pre-
ma rezultatima pretraga koje su izvrSene u labo-
ratorijima Mikrobioloskog odjela Nastavnog zavo-
da, kao i epidemioloskim prijavama zaraznih
bolesti, u razdoblju od 2003. do 2008. godine le-
gioneloza je dijagnosticirana u 8 bolesnika. | u na-
$oj Zupaniji od legioneloza rjede obolijevaju Zene
(2ili 25 %) u odnosu na muskarce (6 ili 75 % bole-
snika), Sto je u korelaciji s podacima u literaturi.
Bolesnici ve¢im dijelom (6 ili 75 % bolesnika) pri-
padaju dobnim skupinama iznad 45 godina, a u
ispitivanom razdoblju infekcije vrstom L. pneu-
mophila nisu zabiljezene u dobnim skupinama
djece predskolskog i Skolskog uzrasta.

Aktualni postupci mikrobioloske dijagnostike legi-
oneloza uklju¢uju kultivaciju, izravnu detekciju
bakterijskih antigena u klinickim uzorcima pomo-
¢u imunofluorescencije, imunoenzimskih, kroma-
tografskih i aglutinacijskih metoda te serodija-
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gnosticke pretrage. U nekim laboratorijima u
dijagnostici se primjenjuje i lancana reakcija
polimeraze?*15,

Zbog svoje specificnosti i osjetljivosti kultivacija
predstavlja zlatni standard dijagnostike legioneloza
pod uvjetom da se na mikrobioloSku pretragu pra-
vovremeno dostavi kvalitetan uzorak iz respirator-
nog sustava’. Direktna detekcija antigena u klini¢-
kim uzorcima je, s obzirom na posebne zahtjeve
legionela u pogledu uzgoja, dostupnija i brza me-
toda. Detekcija antigena legionela direktnom imu-
nofluorescencijom, medutim, nije pokazala zado-
voljavajucu osjetljivost i specificnost za opcu
uporabu, posebice u podrucjima s niskom preva-
lencijom bolesti’*!*, U laboratorij za respiratorne
infekcije Mikrobioloskog odjela sporadi¢no se na
kultivaciju za legionele i direktnu imunofluores-
cenciju — DFA dostavljaju uzorci sputuma, BAL-a i
aspirata traheje. U razdoblju obuhva¢enom anali-
zom rezultati kultivacije i DFA pretraga bili su nega-
tivni. Na kultivaciju i DFA nisu dostavljeni uzorci
bolesnika kod kojih je u istom razdoblju utvrdena
L. pneumophila antigenurija i/ili Legionella seropo-
zitivitet (rezultati nisu prikazani).

Detekcija L. pneumophila antigena u urinu bolesni-
ka jedna je od metoda izbora u dijagnostici infekci-
ja koje uzrokuje L. pneumophila seroskupine O1.
Ova metoda se u praksi pokazala vrlo osjetlji-
vom?8 Nalaz antigenurije mozZe se detektirati u
najranijim fazama bolesti i najcesce je u korelaciji s
tezim klinickim manifestacijama. Nalaz antigena u
urinu bolesnika, medutim, moZe ostati pozitivan
tjednima ili mjesecima, te ne mora nuzno ukazivati
na akutnu infekciju'®?*. Prema nekim ispitivanjima,
zbog blazih klinickih oblika bolesti, zastupljenost
antigenurije u izvanbolnickoj populaciji znacajno je
niza u odnosu na hospitalizirane bolesnike???. Pri-
mjena antibiotika, prema nekim autorima, moze
utjecati na rezultate testiranja®. U nasem laborato-
riju je od 2003. do 2008. godine izvrieno 97 pre-
traga urina s ciljem da se detektira L. pneumophila
01 antigen. Pozitivan nalaz ustanovljen je u 5 (5 %)
obradenih uzoraka.

Nalaz protutijela na legionele u serumu ljudi uka-
zuje na prethodnu, najcesce asimptomatsku, izlo-
Zenost antigenu. Neizravna dijagnostika legione-
loza provodi se detekcijom specifi¢nih protutijela
(IgM, IgG, IgA) u serumu bolesnika pomocu testa
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indirektne fluorescencije — ITFA ili indirektnog en-
zimskog imunoeseja - IEIA. Ove metode mogu biti
visoko osjetljive i specificne, a primjenjive su i u
dijagnostici blagih ili ¢ak asimptomatskih infekcija
u populaciji®?*. Za dijagnostiku infekcije obavezno
je pretrazivanje seruma u akutnoj fazi te fazi opo-
ravka bolesnika, odnosno pretrage parnih uzora-
ka seruma u razmaku od cetiri do Sest tjedana,
kako bi se zapazila znacajna promjena u koncen-
traciji 1gG protutijela u serumu. Nalaz IgM protu-
tijela je seroloski pokazatelj akutne bolesti®.

U razdoblju obuhvac¢enom analizom na Odjelu
mikrobiologije Nastavnog zavoda za javno zdrav-
stvo Primorsko-goranske Zupanije indirektnom
EIA metodom obradeno je 112 seruma s ciljem
detektiranja anti Legionella 1gM, 1gG i IgA. Imuno-
enzimskim testiranjem potvrden je nalaz L. pneu-
mophila 1gM protutijela u 13 (12 %), IgG protuti-
jela u 12 (11 %), a IgA u 11 (10 %) analiziranih
uzoraka. Samo u slucaju jednog bolesnika legio-
neloza je dokazana jedino detekcijom antigena
legionele u urinu. U svim prvim uzorcima seruma
koje je na pretragu dostavilo ostalih sedam bole-
snika utvrdena je prisutnost specificnih IgM pro-
tutijela. Kod dva bolesnika je u serumu uz IgM
detektiran i IgA, a kod dva bolesnika su u serumu
dokazana istovremeno sva tri protutijela. Kako na
pretragu nije dostavljen uzorak urina niti respira-
torni uzorci za kultivaciju, kod jednog bolesnika
legioneloza je dijagnosticirana seroloskim nala-
zom IgM i IgA protutijela. Zbog moguénosti una-
kriznih reakcija i lazno pozitivnih rezultata EIA na-
laz anti Legionella 1gM protutijela dodatno je
potrebno potvrditi istovremenim izvodenjem
ostalih specificnih dijagnostickih metoda kao Sto
su detekcija antigena u urinu i kultivacija, odno-
sno dokazom serokonverzije pretragom parnog
uzorka seruma®?,

U zaklju¢ku mozemo redi da kultivacija legionela
na BCYE podlozi, brze metode detekcije antigena
iz urina i respiratornih uzoraka, a u novije vrijeme
i mogucnost primjene komercijalnih molekular-
nih PCR metoda predstavljaju aktualne metode
za etiolosku dijagnostiku pneumonija uzrokova-
nih legionelama. Detekcija L. pneumophila anti-
gena u urinu je brza i specificna metoda, osobito
korisna u dijagnostici teskih oblika legionarske
bolesti. Zbog jednostavnog nacina prikupljanja
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uzoraka te specificnosti i osjetljivosti imunoen-

zimske seroloske pretrage, posebice detekcija

specificnih IgM protutijela, mogu biti znacajne u

rutinskoj dijagnostici legioneloza!*'"?, Kultivacija

i izolacija bakterijskog soja neophodna je za iden-

tifikaciju ostalih seroskupina i vrsta legionela kao

i za provodenje epidemioloskih studija.
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