Etioloska dijagnostika atipi¢nih pneumonija

Etiological Diagnosis of Atypical Preumonias

Oktavija Pakovi¢ Rode

Klinika za infektivne bolesti "Dr. Fran Mihaljevi¢"
10000 Zagreb, Mirogojska c. 8

Sazetak Najéeséi uzroGnici atipiénih pneumonija su
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae i
Legionella pneumophila, rjede Chlamydophila psittaci i
Coxiella burnetii. Atipicne pneumonije mogu biti uzrokovane
i razli¢itim virusima. Klinicke i radioloSke znacajke atipicnih
pneumonija nisu specificne i definitivna dijagnoza ovisi
o laboratorijskim testovima. Za postavijanje specificne
dijagnoze rabe se kultivacija uzroc¢nika, seroloske metode,
izravno odredivanje antigena | molekularne metode.
Odredivanje etiologije atipicnih pneumonija primarno se
temelji na serologiji. Seroloskim testiranjem dijagnoza se
obicno postavlja retrospektivno. Visoki titar protutijela
ili cetverostruki ili veCi porast titra izmedu akutnog i
rekonvalescentnog seruma smatra se dijagnostickim u
pacijenata s prisutnim klinickim simptomima atipicne
pneumonije. Nijedan dijagnosticki test samostalno ne
ispunjava sva o¢ekivanja za postavljanje dijagnoze, buduci da
seroloski odgovor moZe biti razlicit, kultivacija je zahtjevna
i dugotrajna, a molekularne metode nisu standardizirane.
Istodobnom uporabom razlicitih metoda, neodgodivim
testiranjem akutnog, a zatim parnog seruma, odredivanjem
antigena i ako je moguce kultivacijom uzrocnika, etiologija
atipicnih pneumonija moZe se definirati brZe i sigurnije.
Komunikacija i suradnja klinicara i mikrobiologa osnovne
su za postizanje zadovoljavajucih rezultata. Glavni razlozi
za odredivanje etiologije atipi¢nih pneumonija su potvrda
adekvatno ordinirane empirijske terapije, rasvjetljavanje
epidemiologije i kontrola epidemija.

KUuéne rijec'i: atipicna pneumonija, dijagnostika,
seroloska dijagnostika, M. pneumoniae, C. pneumoniae, L.
pneumophila, C. psittaci, C. burnetii

Akutne respiratorne infekcije najrasirenije su i najcesce
bolesti ¢ovjeka. Relativno kratka inkubacija, kratko-
trajni imunitet i prijenos kapljicama ili aerosolom daju
im posebno medicinsko, ali i socioekonomsko znacenje.
Klinicke manifestacije ovise o vrsti mnogobrojnih
bioloski razli¢itih uzro¢nika. Razli€iti uzro¢nici uzrokuju
iste kliniCke simptome pa je brza dijagnostika vrlo
vazna radi primjene lijeCenja i specificnih mjera
prevencije (1, 2).

Summary the most common agents associated
with atypical pneumonias are Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae and Legionella pneumophila.
Chlamydophila psittaci and Coxiella burnetii have been
rarely reported. Atypical pneumonia could be also caused
by a variety of viral agents. The clinical and radiological
features of atypical pneumonia are not specific, and
diagnosis depends on laboratory tests. Laboratory tests
available for specific diagnosis include culture, serology,
direct antigen detection and molecular methods. The
etiology of atypical pneumonia is primarily based on
serology. Definitive diagnosis through serologic testing
is usually retrospective. Either a high initial titer or a
fourfold or greater rise between the acute and convalescent
serum is considered diagnostic in patients with clinical
symptoms of atypical pneumonia. Serologic response can
differ, cultures are cumbersome and time-consuming, and
molecular methods are not standardized. Therefore, none
of the available diagnostic tests fulfils all expectations in
a diagnosis of atypical pneumonia. Only the simultaneous
combination of different methods, immediate testing of
acute and later of paired sera, antigen detection and, if
possible, cultivation of pathogens, can define the etiology
of atypical pneumonia more promptly and accurately.
Communication and cooperation among clinicians and
microbiologists is essential for successful results. The key
reason to make a definitive etiological diagnosis of these
atypical pathogens is to approve the prescription of empiric
therapy, clarify the epidemiology of the disease, and control
disease outbreaks.

Key words: atypical pneumonia, diagnostics, serology,
M. pneumoniae, C. pneumoniae, L. pneumophila, C. psittaci,
C. burnetii

Uzro€nici atipicnih pneumonija su mikroorganizmi
Cija se patogeneza, klinicka slika i prirodni tijek
bolesti razlikuju od klasi¢ne tipicne pneumokokne
infekcije. Najces¢i uzroCnici atipicnih pneumonija su
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae
i Legionella pneumophila. Atipicne pneumonije mogu
biti i zoonoze koje uzrokuju Chlamydophila psittaci
i Coxiella burnetii. Respiratorni virusi takoder mogu
uzrokovati pneumonije. U mlade djece najcesCi je
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respiratorni sincicijski virus (RSV) i virus parainfluence,
a u starije djece i mladih odraslih adenovirusi. U vrijeme
epidemije influence biljezi se veca pojava pneumonija u
starijih odraslih osoba (3).

M. pneumoniae, C. pneumoniae i L. pneumophila dobro
su poznati uzro¢nici koji zahtijevaju posebno lijeCenje.
Ni jedan ne raste na standardnim bakterioloskim
podlogama; ni jedan se ne moZe identificirati bojenjem
po Gramu i ni jedan ne reagira na standardnu terapiju
penicilinom ili cefalosporinom koji se Cesto rabe u
terapiji pneumonija. Problemi s postavljanjem etioloske
dijagnoze pneumonija predmet su mnogih studija
budu¢i da nema jednostavne, sigurne i jeftine metode
koja bi dala brz rezultat. Ipak, racionalno bi bilo utvrditi
etiologiju bolesti radi odabira prikladne terapije za
pojedine uzro€nike Cime se ograniCava nepotrebna
upotreba antibiotika te spreCavaju posljedice njihove
neracionalne primjene (1, 4, 5).

EtioloSka dijagnoza moZe se utvrditi izravno, tj.
dokazom uzroCnika u klinickome materijalu i neizravno
dokazom specificnog imunosnog odgovora na
infekciju seroloskim testovima. Serologija obuhvaca
dijagnosticiranje bolesti odredivanjem reakcije protu-
tijela i antigena. NajceS¢e se rabi za dijagnostiku
uzroCnika koji se ne mogu uzgojiti ili se uzgajaju vrlo
tesko, u koje spadaju i uzroCnici atipicnih pneumonija
(virusi, tesko uzgojive bakterije — M. pneumoniae, C.
burnetii, C. pneumoniae, C. trachomatis, C. psittaci, L.
pneumophila). U diferencijalnodijagnosticke postupke
zbog netipicnosti klinicke slike Cesto treba ukljuciti
odredivanje protutijela na razliCite uzroCnike. Pojedini
antigeni mogu stvarati ukrizeno reaktivan imunosni
odgovor. Za pravilnu interpretaciju nuzno je evaluirati
rezultate testiranja u skladu s anamnezom, klinickom
slikom i epidemioloSkim podacima.

Seroloska dijagnostika

Opcenito, u serologiji se prate znacajke humoralnog
imunosnog odgovora. Odredivati se mogu specifiCna
protutijela razreda IgM, IgG, IgA. U primarnoj
infekciji (prvi kontakt s nepoznatim antigenom) prvo
se pojavljuju protutijela IgM. Desetak dana kasnije
dolazi do stvaranja protutijela IgG koja postepeno
rastu. Dinamika stvaranja protutijela moze se pratiti
odredivanjem titra, tj. koli¢ine protutijela. SeroloSka
dijagnostika temelji se na odredivanju protutijela u
parnim serumima. Serum akutne faze (prvi ili akutni
serum) u pravilu se uzima S$to ranije na pocetku
bolesti, a serum rekonvalescentne faze (drugi ili parni
serum) opcéenito 2-3 tjedna kasnije. UzroCnici atipi¢nih
pneumonija mogu stvarati kasnu serokonverziju, tj.
promjenu negativnog nalaza protutijela u pozitivan,
nakon 4-9 tjedana i dulje, pa je ponekad potrebno uzeti
i treCi serum (6).

Odredivanje protutijela IgM uglavnom omogucava brzi
nacin postavljanja dijagnoze akutne bolesti. Medutim,
postoje brojni problemi u interpretaciji reaktivnog

odgovora I1gM, kao Sto su interferencija reumatoidnog
faktora, poliklonska aktivacija, reinfekcija ili nejasna
perzistencija IgM godinama nakon primarne infekcije.
Reaktivni odgovor IgM nije obvezni pokazatelj akutne
infekcije. Za sigurnu potvrdu dijagnoze treba dokazati
serokonverziju i/ili znaCajan porast titra 1gG u
parnim serumima. Prisutnost samo protutijela 1gG
u jednom uzorku seruma pokazatelj je kontakta s
antigenom u nedefinirano vrijeme. lzrazito visoki titar
specificnih protutijela I1gG (najmanje Cetiri puta veci
od granicne vrijednosti testa, odnosno dva puta za
enzimski imunotest) u serumu koji je uzet u vremenu
izmedu akutne i rekonvalescentne faze bolesti moze
upucivati na akutnu infekciju. To je vjerojatni dokaz
infekcije buduéi da su stvaranje i koli¢ina protutijela
individualno razli¢iti i ovisni o metodi testiranja.
SeroloSka dijagnostika temelji se na rezultatima
testiranja parnih seruma. Usporedivati se mogu samo
rezultati testiranja parnih seruma obradenih istom
metodom, u isto vrijeme i u istom laboratoriju. Brojni
su problemi povezani sa seroloSkom dijagnostikom.
Jedan od glavnih problema je relativno dugo vrijeme
potrebno za potvrdu dijagnoze. U imunokompromitiranih
pacijenata imunosni odgovor moZe biti reduciran ili
izostati. | u djece imunosni odgovor moze biti odgoden.
Protutijela IgG mogu se pasivno prenijeti transfuzijama
krvi i krvnih produkata, odnosno transplacentarno (7).

Specificna protutijela mogu se odredivati razliCitim
metodama kao Sto su imunoenzimski test (EIA,
ELISA), neizravna imunofluorescencija (IFA), imunoblot
testovi (western blot, WB), radioimunotest (RIA),
reakcija vezanja komplementa (RVK), aglutinacija te
precipitacija. Novije metode (EIA, IFA, WB) omogucuju
detekciju specificnih protutijela IgM, 1gG, IgA i imaju
bolju osjetljivost, specificnost i reproducibilnost nego
primjerice RVK koja detektira ukupna protutijela.

Svaki rezultat seroloSke pretrage treba smatrati
reaktivnim odgovorom specifi¢nih protutijelanaantigen.
Jedino je sigurno da se protutijela stvaraju kao odgovor
na antigeni poticaj. ZnaCenje nalaza kao potvrde
izvora i akutnosti infekcije treba pazljivo sagledati u
sklopu klinicke slike, anamnesti¢kih i epidemioloskih
podataka. Za interpretaciju seroloskog nalaza vaZzno
je poznavanje vremena infekcije u kojem se serum
uzima, specificnosti i osjetljivosti testa, referentnih
vrijednosti testa te zamki mogucih lazno pozitivnih i
lazno negativnih rezultata. Najbolji su testovi koji imaju
visoku osjetljivost i specificnost. Vazno je nadalje
poznavati pozitivnhu prediktivnu vrijednost testa koja
je povezana s prevalencijom ispitivane infekcije u
populaciji.

SeroloSke metode detektiraju imunolosku potvrdu
infekcije dokazom prisutnosti specificnih protutijela
koja se pojavljuju s napredovanjem infekcije. Reakcija
vezanja protutijela i antigena na kojoj se temelji
serologija moze se iskoristiti i za dokaz antigena u
klinickome materijalu na samom pocetku bolesti. Me-
tode koje izravno detektiraju antigene mikroorganizama
nisu znacajno modificirane ranijim lijeCenjem, dok
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stvaranje protutijela moZe biti suprimirano ranim
uvodenjem antibiotika. Testovi koji omogucavaju brzu
detekciju mikroorganizama u klinickim materijalima
sve su dostupniji. lzravna dijagnostika omogucava
identifikaciju uzro¢nika u klinickim uzorcima
unutar 24 sata vizualiziranjem uzro¢nika izravnim
mikroskopiranjem ili metodama imunoloskog bojenja s
obiljezenim monoklonskim protutijelima te detekcijom
antigena ili genskog materijala (nukleinskih kiselina)
metodama molekularne biologije (4, 5, 8).

Nakon Sto se prikupe rezultati svih testiranja, potrebna
je pravilna evaluacija rezultata. Svaki test ima
specificno znaCenje i mozZe dati razliCite informacije
za razlicite populacije i razliCite kliniCke slike. Za
pravilnu interpretaciju mikrobioloSkih nalaza nuzna je
stoga suradnja kliniCara i mikrobiologa, jer ne postoje
jednostavni algoritmi interpretacije nalaza. Vazno je
poznavanje mogucnosti razliCitih testova kojima se
moZe doCi do definitivne dijagnoze iako se svi ne mogu
rutinski raditi u svakom laboratoriju. Svaka ustanova
trebala bi osigurati metode i dijagnosticke postupke
prilagodene problemima populacije, epidemioloskoj
situaciji i financijskim mogucnostima (5, 6).

Mycoplasma pneumoniae

monija. Uzrokuje oko 20% svih pneumonija u opcoj
populaciji. Nakon inkubacije od 2 do 3 tjedna, najcesce
se manifestira kao traheobronhitis. U oko 3% inficiranih
pacijenata razvije se pneumonija. Prijenos je spor i
¢eSCe se dogada u zatvorenim kolektivima. Infekcije
se pojavljuju u epidemijama svakih 4-6 godina (9).

Laboratorijski testovi za potvrdu infekcije obuhvacaju
kultivaciju, serologiju i lanCanu reakciju polimerazom
(PCR). Zarast trebaju obogacenu podlogu sa serumom,
ekstraktom kvasca i metabolickim supstratima. Na
hranjivim podlogama rastu sporo. Za Kkultivaciju je
potrebno 7-21 dan. Uzorci za izdvajanje M. pneumoniae
i PCR su ispirak zdrijela, sputum i bronhoalveolarni
lavat (BAL), a prihvatljiv je i obrisak Zdrijela. M.
pneumoniae je izrazito osjetljiva na vanjske uvjete,
posebno na susenje i toplinu, tako da se uzorak mora
brzo inokulirati na odgovarajucu transportnu podlogu.
Ako se uzorak ne moZze odmah transportirati, treba
ga pohraniti u hladnjak i transportirati u mokrom
ledu. Ako cuvanje ili transport prelazi 24 sata,
uzorke u transportnome mediju treba zamrznuti na
—70 °C. Kultura ima osjetljivost oko 90%, dok je
specificnost 50-90%, zbog visoke razine nosilastva u
zdravoj populaciji. Op€enito, kultivacija je dugotrajan
i kompliciran postupak i nije dovoljno osjetljiva za
potvrdu dijagnoze (4, 10).

Sve metode kultivacije su jako zahtjevne i spore i
nisu Siroko u upotrebi, tako da se za dijagnostiku
infekcija M. pneumoniae najceSée rabi serologija,
koja se danas smatra "zlatnim standardom" prema
kojem se usporeduju ostali testovi (4, 11). Protutijela

1gM pojavljuju se rano nakon poCetka bolesti. NajviSi
titar doseZzu nakon 1-4 tjedna. Unutar nekoliko
mjeseci dolazi do pada titra IgM. Protutijela 1gM
mogu perzistirati godinu dana. Protutijela 1gG rastu
sporije od IgM, ali dugo ostaju poviSena. ZnaCajan
porast titra IgG u parnim serumima upucuje na akutnu
infekciju ili reinfekciju. U reinfekciji protutijela 1gM
ne moraju biti detektabilna. Protutijela IgA mogu biti
pokazatelj akutnosti. U starijih pacijenata u kojih je
ve€a vjerojatnost reinfekcije, protutijela IgA pojavljuju
se u visim titrovima. Za potvrdu dijagnoze treba uzeti
parni serum u razmaku od 2 do 4 tjedna u kojem
¢e se dokazati serokonverzija ili najmanje dvostruki
porast titra protutijela u imunoenzimskim testovima,
odnosno Cetverostruki ili veéi porast titra protutijela
u testovima RVK (12). RVK se temelji na glikolipidnim
antigenima. Ta mjeSavina glikolipida nije specificna
za M. pneumoniae. Slicne molekule nalaze se u
humanim tkivima, streptokokima i povréu, sto uzrokuje
ukrizenu reaktivnost i mogué lazno pozitivan rezultat.
Protutijela u testu RVK perzistiraju nekoliko godina
nakon infekcije pa je za potvrdu dijagnoze nuzno
testiranje parnih seruma uzetih u razmaku od oko 2
tjedna (4, 5, 8).

od RVK i omogucava odredivanje protutijela IgM,
1gG i IgA. Najspecifiniji su seroloski testovi koji kao
antigen rabe membranski protein athezin P1 koji je
glavni imunogen. Pouzdana dijagnoza temelji se i za
testove EIA na odredivanju dinamike protutijela u
parnim serumima (9-11).

M. pneumoniae ima sposobnost hemadsorpcije Sto se
rabi u dijagnostickom postupku hladne aglutinacije.
PoviSena razina hladnih aglutinina moZe upuéivati na
akutnu infekciju M. pneumoniae. Hladni aglutinini
su protutijela 1gM koja reagiraju s antigenom | na
membrani eritrocita Sto uzrokuje njihovu aglutinaciju
na +4 °C. Stvaraju se tijekom prvog do drugog tjedna
bolesti u ~30-50% sluCajeva i perzistiraju nekoliko
tjedana. Titar od 128 ili Cetverostruki ili viSi porast titra
izmedu akutnog i rekonvalescentnog seruma upucuje
na recentnu infekciju, no test nije specifican. Hladni
aglutinini mogu biti inducirani u razli¢itim virusnim
infekcijama (adenovirusi, influenca, RSV, Epstein-
-Barrov virus), kao i u kolageno-vaskularnim bolestima
i mijelomu. Odredivanje hladnih aglutinina ima nisku
specificnost i ne preporuCuje se za dijagnostiku
infekcija M. pneumoniae (11).

Zbog ograni¢enja koja imaju kultivacija i serologija sve
se vise kao alternativni dijagnosticki postupci evaluiraju
molekularne dijagnostiCke metode kao Sto je PCR
iz respiratornih uzoraka. lako je objavljeno nekoliko
radova koji su opisali visoku osjetljivost i specificnost
metode PCR, nema dogovora o optimalnom uzorku,
postotku inhibicije PCR i interpretaciji rezultata. PCR
za M. pneumoniae ne razlikuje aktivnu infekciju od
nosilastva M. pneumoniae. Detekcija M. pneumoniae
u respiratornom traktu nije nuzno povezana s bolesti
respiratornog trakta, posebno u imunokompetentnih
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Tablica 1. Dijagnostika infekcija koje uzrokuje M. pneumoniae (5)

Metoda Uzorak Osjetljivost % | Specificnost % | Potrebno | Komentar
vrijeme
Kultivacija | sputum, [ >90 50-90 7-10 selektivne podloge;
BAL, dana izolate treba specificirati
ispirak pomocu DNK-proba
nazofa-
rinksa
Serologija
RVK serum 75-80 80-90 4-9 akutni i rekonvalescentni
tjedana serum
Hladna serum 33-75 <50 2-6 IgM-protutijela za
aglutina- tjedana antigene | eritrocita nisu
cija specificna
ELISA serum 92-98 74-99 2-4 detekcija specificnih
tjedna IgM, IgG, IgA; akutni i
rekonvalescentni serum
PCR sputum, | 95 95-99 2 dana nije komercijalno Legenda:
.B A!" dostupno RVK = reakcija vezanja
ispirak
sdrijela komplementa
S ELISA = imunoenzimski test
obrisak . ..
PCR = lantana reakcija
nazofa- .
finksa polimerazom
BAL = bronhoalveolarni lavat
Tablica 2. Interpretacija nalaza specifitnibh protutijela za
M. pneumoniae
Infekcija / bolest Nalaz protutijela
IgM | IgG IgA
Sadasnja infekcija aF -/ + |-/ + Legenda:
Infekcija u neodredenom vremenu | — 4 - + = pozitivno
. . . . — | + = negativno ili pozitivino
Akutna infekcija (reinfekcija) — —/+ |+ )
— = negativno

pacijenata. Stoga se seroloski testovi trebaju izvoditi
kao dodatni uz PCR za razlikovanje akutne od
perzistentne infekcije (5, 12-14).

Nedostatak brze, prihvatljive i sigurne dijagnostike
za M. pneumoniae znacajan je razlog da se velik broj
infekcija ne dijagnosticira (tablica 1). Zbog zahtjevnih
uvjeta rasta i duge inkubacije rijetki laboratoriji
kultiviraju M. pneumoniae. SeroloSka testiranja
smatraju se dijagnostickom metodom izbora uz pravilnu
interpretaciju rezultata (tablica 2).

Klamidijske pneumonije

Sve do 1999. godine u redu Chlamydiales, poro-
dici Chlamydiaceae nalazio se jedan rod Chlamydia
koji je obuhvacao Cetiri poznate vrste klamidija:
C. trachomatis, C. psittaci, C. pecorum i C.
pneumoniae. Analizama gena 16S i 23S rRNK
postavljena je nova taksonomska klasifikacija prema

kojoj je rod Chlamydiales razdvojen u 4 porodice:
Chlamydiaceae, Simkaniaceae, Parachlamydiaceae i
neimenovanu porodicu s vrstom Waddlia. Porodica
Chlamydiaceae sadrZava rod Chlamydia, koji obuhvaca
vrste C. trachomatis, C. muridarum i C. suis te rod
Chlamydophila, koji obuhvaéa C. pneumoniae, C.
pecorum, C. psittaci, C. abortus, C. caviae i C. felis.
Respiratorne infekcije uzrokuju C. pneumoniae, C.
psittaci i C. trachomatis (15).

C. pneumoniae uzrokuje razliCite respiratorne infekcije
(bronhitis, faringitis, sinusitis, pneumoniju). Infekcija
je Cesta i najceSte se stjeCe u djetinjstvu nakon
pete godine Zivota, u adolescenciji i ranoj odrasloj
dobi. Oko polovice populacije dvadesetogodiSnjaka
ima protutijela za C. pneumoniae. Seroprevalencija
u pedesetim godinama Zivota dostize oko 70%.
Uzrokuje 5-15% izvanbolnicki ste¢enih pneumonija.
Ve€ina pneumonija je blaga i povezana s niskim
mortalitetom. Reinfekcije su ceste. Infekcija se
dokazuje kultivacijom, detekcijom DNK, metodom PCR i
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Tablica 3. Dijagnosticki testovi za dokazivanje C. pneumoniae

Metoda Uzorak Osjetljivost % | Specificnost % | Potrebno | Komentar
vrijeme
Kultivacija | obrisak 50-85 6 dana kultivacija na HelLa
nazofa- ili Hep-2 stanicama;
rinksa potrebne posebne
transportne podloge
Serologija
MIF serum 50-90 nepoznato 4-6 cetverostruki porast
tjedana titra izmedu akutnog
i rekonvalescentnog
seruma ili jedan titar
IgM >20 ili jedan titar
1gG >512
RVK serum 30-40 <50 4-6 ukrizena reaktivnost s
tjedana C. trachomatis i
C. psittaci
PCR obrisak 80-90 >85 2 dana nije komercijalno Legenda:
n_aZOfa_ i e MIF = mikroimunofluorescencija
rinksa, .
bronh RVK = reakcija vezanja
EIAE> . komplementa
el PCR = lantana reakcija
lavat polimerazom

seroloski, odredivanjem specificnih protutijela (tablica
3). Klamidije su obvezni unutarstani¢ni mikroorganizmi
pa se njihovo izdvajanje moze izvesti samo na stani¢nim
kulturama. Opc¢enito, kultivacija se joS uvijek smatra
"zlatnim standardom" za klamidijske infekcije, iako je
vrlo zahtjevna i dugotrajna (3-7 dana). C. pneumoniae
se teZe Kkultivira na stanicnim kulturama nego C.
trachomatis i C. psittaci, a moze se identificirati
komercijalno dostupnim testovima sa specificnim
obiljezenim monoklonskim protutijelima. Testovima s
monoklonskim protutijelima u mikroskopskim prepa-
ratima klinickih uzoraka detektiraju se elementarna
tjeleSca klamidija. U usporedbi s kultivacijom test
izravne imunofluorescencije ima osjetljivost 75-85%, a
specificnost 98-99%, no test je zahtjevan i potrebno je
veliko iskustvo u mikroskopiranju (5, 6, 8).

U primarnoj klamidijskoj infekciji dominantan je
odgovor protutijela IgM koja se pojavljuju unutar 2-4
tjedna nakon infekcije. Odgovor IgG moze biti odgoden,
a nastaje unutar 6-8 tjedana. Do gubitka IgM nakon
primarne infekcije dolazi unutar 2-6 mjeseci. Sekun-
darnu klamidijsku infekciju, reinfekciju, karakterizira
odsutnost IgM i brzi porast protutijela 1gG i IgA (za
1-2 tjedna), koji dosezu viSe razine. Protutijela IgA
brze se smanjuju nakon terapije i eradikacije infekcije.
U kroni¢noj ili rekurentnoj infekciji prevalencija IgM
je niska, a kao imunoloSki marker mogu se pojaviti
protutijela IgA. Dijagnosticki kriterij za klamidijsku
infekciju je prisutnost protutijela IgM u titru od 20 ili
visem (uz potvrdu serokonverzije IgG), visoka razina
IgG u titru od 512 ili viSem, Cetverostruki porast titra
protutijela ili serokonverzija u parnom serumu. Parni
serum treba uzeti 2-3 tjedna nakon seruma akutne
faze. Uloga protutijela IgA kao markera akutne ili
kroni¢ne infekcije nije potpuno razjasnjena buduéi da

proizvodnja protutijela IgA nije konstantna. Protutijela
IgA u titru ve€em od 32 predstavljaju vjerojatni dokaz
aktivnosti infekcije (tablica 4) (4, 5, 15).

Tablica 4. Interpretacija rezultata testa mikroimunofluorescencije za
klamidijske infekcije

Tip infekcije | Mikroimunofluorescencija (MIF)

Protutijela

Akutna 1gM titar >20
Cetverostruki porast titra IgG
Cetverostruki porast titra IgA

Kroni¢na Perzistentna prisutnost povisenih razina

IgG i IgA

Metoda izbora za dijagnostiku klamidijskih infekcija je
test mikroimunofluorescencije (MIF). Test MIF moze
razlikovati vrste klamidija, kao i razrede imunoglobulina
u imunosnom odgovoru. Moguce je kvantitativno
odredivanje specificnih protutijela reaktivnih na
elementarna tjelesca klamidija. Ponekad je tesko
dokazati porast titra protutijela zbog prisutnosti
kroni¢ne perzistentne klamidijske infekcije.

U seroloskoj dijagnostici klamidija mogu se rabiti
i metode RVK i EIA. U RVK odreduju se protutijela
specificna za lipopolisaharide roda klamidija, tako da
nije moguce razlikovanje prema vrsti, pa metoda ima
manju specificnost od MIF. Antibiotska terapija moze
odgoditi ili smanjiti proizvodnju protutijela koja veZu
komplement Sto smanjuje osjetljivost testa. U EIA za
odredivanje protutijela kao antigeni se najceSce rabe
lipopolisaharidi izdvojeni iz specificnih elementarnih
tjeleSaca. Postoji problem ukriZzene reaktivnosti koji se
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pokuSava rijesiti uvodenjem imunoenzimskih testova u
kojima se kao antigeni rabe sintetski peptidi koji su
specifiéni za vrstu klamidija (5, 8, 12, 15).

C. psittaci je uzro€nik psitakoze, ubikvitarne bolesti
ptica, za koju je covjek sluCajni domacin. Ptice
izluCuju klamidije fecesom, a infekcija se prenosi
aerosolom. Zbog velike kontagioznosti i opasnosti
od Sirenja, izolacija C. psittaci smije se izvoditi samo
u specijaliziranim laboratorijima u bioloSki sigurnom
kabinetu razine 3, tako da se rutinski ne radi. Dijagnoza
se temelji na seroloskim testovima. Test RVK nije
species-specifican za klamidije, a osjetljivost mu je
oko 50%. Test mikroimunofluorescencije (MIF) smatra
se metodom izbora za razlikovanje C. psittaci od
drugih vrsta klamidija. Serokonverzija ili Cetverostruki
porast titra protutijela smatra se dijagnostickom
potvrdom akutne psitakoze. Odgovor protutijela moze
biti odgoden ili pritajen nakon uvodenja antibiotske
terapije (4, 15).

C. trachomatis uzrokuje infekcije respiratornog trakta
u novorodencadi majki koje imaju genitalnu infekciju.
U 10-20% novorodencadi inficiranih majki razvit ¢e
se pneumonija. Dijagnoza se postavlja izolacijom
uzro€nika iz obriska konjunktive ili nazofarinksa na
stani¢noj kulturi. Inkluzije na stani¢noj kulturi boje se
jodom ili se identificiraju monoklonskim protutijelima
obiljezenim fluorescentnom bojom. Dostupne su
metode detekcije antigena imunoenzimskim testom i
imunofluorescencijom koje imaju izvrsnu osjetljivost
i specificnost kad se testiraju uzorci iz oka, ali
znatno slabiju osjetljivost kad se testiraju uzorci iz
respiratornog trakta. Postoje brojni testovi amplifikacije
C. trachomatis iz genitourinarnog trakta, no ni
jedan nije prilagoden za respiratorne uzorke. "Zlatni
standard" za dijagnostiku infekcija C. trachomatis
je metoda umnozavanja nukleinske kiseline zajedno
s kultivacijom na stani¢noj kulturi za uzorke koji
su zbog prisutnosti inhibitora negativni u testovima
amplifikacije nukleinskih kiselina (4, 15).

Nalaz protutijela IgG za C. trachomatis ili C. psittaci
u testu MIF veéi od 64 moZe upucivati na sadasnju
ili nedavnu infekciju koju treba potvrditi u parnom
serumu zbog moguceg ukrizenog imunosnog odgovora.
C. psittaci stvara kasnu serokonverziju nakon vise od
4 tjedna pa sukladno s tim parni serum treba uzeti u
adekvatno dugom razmaku.

Najvazniji napredak u podrucju dijagnostike klamidijskih
infekcija bio je razvoj molekularnih dijagnostickih
postupaka umnoZzavanja nukleinskih kiselina. NajcesSce
se rabi metoda PCR. C. pneumoniae se metodom PCR
moze determinirati iz sputuma, leukocita periferne krvi
i tkiva. PCR moze identificirati rod, vrstu i specifican
soj. Specificnost PCR se procjenjuje na 95-100%.
Zbog prisutnosti inhibicijskih ¢imbenika osjetljivost je
varijabilna. PCR za C. pneumoniae nije u Siroj upotrebi
zbog nedovoljne standardizacije metode (4).

Opcenito za dijagnostiku klamidijskih infekcija stani¢ne
kulture za izdvajanje rutinski nisu dostupne, ve¢ su

vezane uz istrazivacke laboratorije; PCR nije dovoljno
standardiziran, a serologija zahtijeva strogu i pravilnu
evaluaciju i interpretaciju rezultata. SeroloSke metode
su najrasSireniji dijagnosticki postupci za klamidijske
respiratorne infekcije. Glavni dijagnosticki kriterij je
dokaz Cetverostrukog porasta titra protutijela izmedu
akutnog i rekonvalescentnog seruma. Problem
dijagnostike C. pneumoniae jest izostanak postavljanja
etioloSke dijagnoze u optimalno vrijeme za uvodenje
ciljane terapije, tako da je terapija najcesSce empirijska
(12).

Legionella pneumophila

Porodica Legionellaceae obuhvac¢a 45 vrsta i viSe od
60 serogrupa. Vec€inu legioneloza uzrokuju Legionella
pneumophila, i to serogrupe 1. L. pneumophila obuhva-
¢a 14 serotipova od kojih je serogrupa 1 odgovorna za
oko 80% bolesti (16, 17).

Izbor dijagnosticke metode ovisi o klinickoj slici,
laboratorijskim moguénostima (rutinski i istraZivacki
laboratoriji) i pravilnoj interpretaciji rezultata buduci
da ne postoji dijagnosticki "zlatni standard". Ne postoji
jedan test koji je brz, dovoljno osjetljiv i specifican
(tablica b).

Legionele su maleni gram-negativni Stapi¢i koji se
blijedo boje. Obligatni su spororastu¢i nefermentativni
aerobi. Legionele su nutritivno zahtjevne bakterije koje
ne rastu na standardnim bakterioloSkim podlogama.
Za rast trebaju podloge s L-cisteinom, solima Zeljeza
i o-ketoglutaratom. Najbolje se izoliraju iz sekreta
donjeg dijela respiratornog trakta (sputum, uzorci uzeti
bronhoskopijom). Uzorci za izolaciju moraju se uzeti
s mjesta infekcije i poslati u laboratorij Sto je prije

Tablica 5. Neinvazivni testovi za dokazivanje Legionella (5, 22)

Metoda Osjetljivost % | Specificnost % | Potrebno
vrijeme

Kultivacija 10-80 100 3-7 dana

sputuma

Serologija 40-75 95-99 3(4)-24
tjedna

DFA sputuma | 33-70 95-99 2-4 sata

Urinarni >90 99-100

antigen

e ELISA 2-3 sata

e |[CA 15 minuta

PCR 33-70 98-100 2-4 sata

(serum, urin,

respiratorni

uzorci)

Legenda:

DFA = izravni imunofluorescentni test
ELISA = imunoenzimski test

ICA = imunokromatografski test
PCR = laniana reakcija polimerazom
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moguce. Kultivacija legionela je zahtjevna i ne rabi se
u klini¢koj rutinskoj dijagnostici (4, 16-19).

Izravnha dijagnosticka metoda za dokaz legionela
je detekcija legionela u respiratornim sekretima i
uzorcima tkiva metodom izravne imunofluorescencije
(DFA). Rezultat je dostupan za 2-4 sata, no metoda
je tehnicki zahtjevna i potrebno je veliko iskustvo
u mikroskopiranju. Osjetljivost DFA krece se od 20
do 70%. Specificnost testa je oko 95%. Moguéi su
lazno pozitivni rezultati zbog ukrizene reaktivnosti
s drugim bakterijama kao Sto su Bacteroides
fragilis, Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp.,
Flavobacterium sp., ali i kontaminacije legionelama
iz okolisa. Problem ukrizene reaktivnosti znacajno
je smanjen upotrebom specificnih monoklonskih
protutijela. Pozitivan rezultat DFA bez dokaza
legioneloze dodatnom drugom metodom nije dovoljan
za postavljanje dijagnoze (17, 18).

Odredivanje antigena Legionella u urinu brz je i jeftin
test koji rano potvrduje dijagnozu. lzvodi se kao
imunoenzimski test (EIA), odnosno sve rjede
radioimunotest (RIA). Proizveden je i imuno-
kromatografski test (ICA) koji ima slicnu osjetljivost i
specificnost kao EIA. Rezultati testa se interpretiraju
kao prisutnost ili odsutnost vidljive ruziCaste do
ljubicaste crte koja je rezultat reakcije antigena i
obiljezenih protutijela. Pozitivan rezultat moze se
ocCitati za 15 minuta pa i manje ovisno o koncentraciji
antigena koji je prisutan u urinu. Za detekciju antigena
L. pneumophila serogrupe 1 u urinu navodi se osjetlji-
vost od 70 do 90% uz visoku specificnost od gotovo
100%. Glavni nedostatak ovog testa je nemoguénost
detekcije drugih vrsta i serogrupa legionela. Medutim
L. pneumophila serogrupe 1 odgovorna je za 80-
-90% infekcija koje uzrokuju Clanovi Legionellaceae.
Antigenurija se moZe detektirati od treCeg dana
nakon pojave simptoma i moze perzistirati danima do
tjednima. Antigeni legionela mogu se izluCivati u urinu
i nekoliko mjeseci, tako da pozitivan test nije uvijek
potvrda akutne infekcije. Uvodenje rane terapije moze
smanjiti izlu€ivanje antigena. Lazno pozitivan rezultat
urinarnog antigena moZe se javiti u pacijenata sa
serumskom bolesti (8, 16, 18, 20).

Za potvrdu dijagnoze akutne legioneloze trebalo bi
dokazati specificna protutijela IgM i IgG u parnim
uzorcima seruma. Serum akutne faze treba uzeti Sto
ranije, a rekonvalescentni 2-6 tjedana od pocetka
bolesti. Prisutnost samo protutijela IgM nije siguran
dokaz akutne infekcije, buduéi da IgM moze perzistirati
dulje vrijeme. Do serokonverzije obi¢no dolazi nakon
nekoliko tjedana. Ve€inom se Cetverostruki porast
titra protutijela dokazuje unutar 3-4 tjedna, no
ponekad je potrebno i vise od 10 tjedana. 20-30%
pacijenata detektabilna protutijela stvara kasno, pa
prerano uzimanje parnih seruma moZe biti razlog
nedijagnosticiranja legioneloza. Manji dio pacijenata
nikad ne stvori detektabilnu serokonverziju. Opéenito,
u prvom tjednu bolesti 25-40% pacijenata ima
detektabilna protutijela. Ako se ni u parnom serumu

uzetom 3 tjedna nakon seruma rane akutne faze ne
detektiraju protutijela, a postoji osnovana sumnja da
se radi o legionelozi, preporucuje se uzimanje treceg
seruma rekonvalescentne faze. Procjenjuje se da je
osjetljivost serologije 75%-80%, a specificnost oko
96% (5, 21).

Specificna protutijela mogu se odredivati metodom
imunofluorescencije i imunoenzimskim testom. Dija-
gnoza se temelji na Cetverostrukom ili veCem porastu
titra protutijela izmedu akutnog i rekonvalescentnog
seruma. Treba odredivati protutijela IgM i 1gG buduci
da neki pacijenti mogu stvoriti mjerljiv samo odgovor
IgM. Protutijela IgM mogu perzistirati mjesecima. U
sredinama s niskom prevalencijom legioneloze, ako
se u pacijenata sa pneumonijom nade titar protutijela
od 256 ili veci, vjerojatno se radi o akutnoj legionelozi
(16).

Jedan od glavnih nedostataka seroloskog pristupa
je retrospektivna priroda testa i mogucénost ukrizene
reaktivnosti izmedu legionela i drugih bakterija (17).
Radi pronalazenja brzog i ucinkovitoga dijagnostickog
postupka nedavno je razvijena metoda PCR za direktnu
detekciju DNK iz bronhoalveolarnog lavata, urina,
sputuma i seruma. Medutim metoda joS nije dovoljno
standardizirana ni komercijalno dostupna. Osjetljivost
PCR za legionele je slicna ili bolja od kultivacije.
Amplifikacija nukleinskih kiselina legionela metodom
PCR daje brze rezultate i poveCava osjetljivost
dosadasnjih metoda. PCR ima osjetljivost i specifi¢nost
>90%. PCR mozZe razlikovati vrste i serogrupe legionela
(16, 18).

Coxiella burnetii

Coxiella burnetii je striktni unutarstanicni mikro-
organizam koji uzrokuje Q-vruicu, Siroko raspro-
stranjenu zoonozu. Infekcija C. burnetii mozZe biti
akutna ili kroni¢na. Oko polovice inficiranih osoba
bolest preboli asimptomatski. Tezina klinicke slike ovisi
o infektivnoj dozi, nacinu prijenosa, karakteristikama
organizma i imunosnom statusu domacina. Coxiella
burnetii u stani¢noj kulturi pokazuje promjenu antigene
strukture, tzv. faznu varijaciju pri ¢emu se virulentna
faza | mijenja u avirulentnu fazu Il. Proces je srodan
s prijelazom glatke (smooth, S) u hrapavu (rough,
R) formu lipopolisaharida gram-negativnih bakterija.
Fazna varijacija je posljedica mutacijskog brisanja
kromosoma Sto dovodi do promjene lipopolisaharida i
prijelaza iz visoko virulentnog oblika faze | u avirulentni
oblik faze Il. Faza | je infektivna prirodna faza i nalazi se
u inficiranih Zivotinja i ¢ovjeka. Faza Il nije infektivna,
ali je u kulturi superiorna fazi |. Iznenaduje pojava
da su protutijela nakon primarne infekcije uglavhom
usmjerena na antigene faze Il. Pacijenti s kroni¢nom
infekcijom imaju visoke titrove protutijela i za fazu | i
za fazu Il (23, 24).

Izolacija C. burnetii zbog izrazite kontagioznosti moze
se izvoditi samo u posebno opremljenim laboratorijima
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koji posjeduju bioloSki sigurne kabinete razine 3 i nije
rutinski dostupna. Do danas nije razvijen komercijalni
test PCR, a ni specifina protutijela za imunokemijske
izravne dijagnosticke testove koji stoga nisu u opcoj
upotrebi. Dijagnoza Q-vru€ice temelji se na seroloSkim
testovima. Za definitivhu dijagnozu preporucuje se
testiranje akutnog i rekonvalescentnog seruma.
Protutijela se obi¢no detektiraju 2-4 tjedna nakon
poCetka bolesti. Serologija omogucava razlikovanje
akutne i kroni¢ne bolesti. Akutna Q-vrué¢ica potvrduje
se nalazom serokonverzije (Cetverostruki ili ve¢i porast
titra protutijela izmedu akutnog i rekonvalescentnog
seruma) ili prisutnosti protutijela 1IgM na antigene
faze Il. Kroni¢na Q-vruéica moze se dijagnosticirati u
jednom serumu koji pokazuje visoki titar protutijela
za antigene faze | uz prisutna protutijela u visokom
titru za fazu Il. Nakon zapocinjanja terapije za Q-
-vrucicu, protutijela IgM prva nestaju nakon ~6 mjeseci,
a zatim nestaju i protutijela IgA. Postepeno se smanjuju
i protutijela IgG koja nikad potpuno ne nestaju.
Za serolosku dijagnostiku komercijalno su dostupne
metode: mikroaglutinacija, RVK, imunofluorescentni
(IFA) i imunoenzimski test (ELISA). IFA se smatra
referentnom metodom, no ELISA je osjetljivija od IFA.
ELISA nije standardizirana za usporedbu rezultata,
tako da nije moguce usporediti kvantitativne nalaze
(titrove) razlicitih laboratorija. RVK je manje osjetljiva
i vremenski je zahtjevnija od IFA te se ne preporucuje.
Serumi oko 20% pacijenata s akutnom Q-vruéicom su
antikomplementarni. U nekih pacijenata s kroniénom
Q-vruéicom moze se javiti fenomen prozone, tj. lazno
negativnog rezultata zbog visokog titra protutijela
(23-26).

Titar protutijela IFA za fazu | ve€i od 200 indikativan je
za kroni¢nu infekciju. Protutijela 1gG za fazu Il >=200
i IgM za fazu Il u titru >=50 u IFA dijagnostiCka su
za akutnu bolest. Protutijela IgG za fazu | i fazu Il
titra >=1600 u IFA metodi visoko su prediktivna za
kroniénu Q-vru¢icu (endokarditis, hepatitis) (tablica
6) (23, 24).

Zakljuiak

Uzrocnici atipicnih pneumonija su uobiCajeni i Cesti,
no u znacajnog broja pacijenata uzroCnik se ne
identificira. Razlog tomu lezi u problemima
dijagnostickih postupaka (zahtjevna kultivacija, kasna
serokonverzija), ali i u izostanku uklju€ivanja manje
Cestih uzro¢nika (C. burnetii, C. psittaci, virusi) u
diferencijalnodijagnostiCke postupke. U dijagnostici
primjerice legioneloza standardni serolosSki postupci
obuhvacaju najcesSce legionele (L. pneumophila
serogrupe 1-6), a u urinu se dijagnosticira samo
L. pneumophila serogrupe 1. lako L. pneumophila
serogrupe 1-6 uzrokuje 70-80% svih legioneloza, ostaje
mogucénost da legioneloza uzrokovana drugim vrstama
ostane nedijagnosticirana.

Tablica 6. Interpretacija nalaza specifitnib protutijela za C. burnetii

C. burnetii Faza Il Faza |

IgM I1gG I1gG IgA
Akutna bolest +/++ ++ (+) =
Kroni¢na bolest
Granulomatozni FR/AE || AFEE +/++4 —/+
hepatitis
Endokarditis +/++ ++/+++ | /4 | /4

Legenda:

+ = pozitivno

++ = jace pozitivino

+++ = visoko pozitivno

- = negativno

-/ + = negativno ili pozitivno

Problemima interpretacije dijagnostickih postupaka
pridonose i istodobne infekcije s viSe uzroCnika, tzv.
koinfekcije. Primjerice M. pneumoniae i C. pneumoniae
uzrokuju ciliostazu Sto olakSava invaziju drugih
patogena, posebno S. pneumoniae. C. pneumoniae
primarno inficira alveolarne makrofage i endotelne
stanice pa mozZe uzrokovati kroniénu upalu koja je
predisponirajuc¢i Cimbenik za teZu respiratornu infekciju
(6, 27).

Ranije epidemioloske studije temeljile su dijagnozu
atipicnih pneumonija gotovo iskljuCivo na serologiji.
Jedini prihvaéeni kriterij za dijagnozu atipicne
pneumonije bio je Cetverostruki porast titra protutijela
izmedu akutnog i rekonvalescentnog seruma. Za
serokonverziju je ponekad potrebno dulje vrijeme (4-9
tjedana), a seroloski odgovor u imunokompromitiranih
moze biti odgoden ili nedetektabilan. Seroloski testovi
nisu stoga prakticni u akutnoj fazi bolesti. Jedan
titar moze biti dijagnosticki ako je dovoljno visok. S
druge strane, kultivacija uzrocnika je dugotrajna (4-10
dana), zahtjevna (posebni uvjeti), komplicirana i skupa.
Razvijaju se nove metode za brzo odredivanje antigena
i nukleinskih kiselina. No, molekularne metode nisu
standardizirane i zahtijevaju kriticCku evaluaciju s
obzirom na mogucu kroni¢nu prisutnost uzro€nika
nevezanih za akutnu bolest. Jedino je kombinacijom
razlicitih metoda i postupaka moguce poboljSati i
ubrzati etioloSku dijagnostiku atipi¢nih pneumonija
(12).

Utvrdivanje etiologije pneumonija predstavlja
racionalan pristup odabiru adekvatne antimikrobne
terapije Cime se ograniCava nepotrebna upotreba
antibiotika, smanjuju troskovi i spreCava stvaranje
rezistencije zbog neadekvatne terapije. lako serologija
zapravo daje retrospektivhu dijagnozu, dobrom
suradnjom klini¢ara i mikrobiologa i izborom pravilnih
dijagnostickih postupaka, utvrdivanje uzroCnika moZe
se posti€i u zadovoljavajuéem vremenu.
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