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WIEK PACJENTOW A DYNAMIKA SWOISTYCH IgM U OSOB ZAKAZONYCH
L. PNEUMOPHILA sgl

Zaktad Wirusologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Panstwowego Zaktadu Higieny
w Warszawie

STRESZCZENIE

MATERIAL IMETODY. Przeanalizowano wyniki oznaczen IgM dla L. pneumophila sgl wykonywanych w NIZP-
-PZH w latach 2004-2007 u 304 os6b dorostych i 270 dzieci w celu sprawdzenia wplywu wieku pacjentéw oraz
odstepu czasu migdzy kolejnymi probkami surowicy na wyniki i ich interpretacje.

WYNIKI. Stwierdzono znamienne réznice w poziomie IgM w zalezno$ci od wieku chorych (P_=0.0084). Wyniki
dodatnie (ogotem u 20,4% pacjentdw) najczesciej obserwowano w grupie chorych w wieku 19-29 lat (42,5%),
a najrzadziej w grupach pacjentow +60 r.z. oraz <2 r.z.(7%). Mediana warto$ci IgM w tych 2 grupach (+60 lat
i <2 r.z.) byly zblizone oraz zdecydowanie roznily si¢ od wynikow w pozostatych grupach. Od 44 dorostych
133 dzieci pobrano >2 probki. Wykazano istotng roznice¢ w odstepie czasu mi¢dzy pobraniem pierwszej i drugiej
probki surowicy u dorostych (gh.3-5 tyg.) i dzieci (gh.2-4 tyg.). Przyrost poziomu IgM obserwowano u dzieci,
jesli odstep miedzy 1 oraz 2 probka nie przekraczat 4 tygodni, natomiast u dorostych zmiana ta obserwowana
byta takze w odstepie >5 tygodni (25% chorych). Nie stwierdzono istotnych rdznic w analizie wskaznika dyna-
miki IgM u dzieci (1,25-14) i u dorostych (1,5-26), ale zaobserwowano tendencje do dluzszego utrzymywania
si¢ IgM u dorostych niz u dzieci.

WNIOSKI. Wykazanie tendencji szybszego spadku poziomu IgM u dzieci niz u dorostych powoduje, ze w przy-
padkach podejrzen legionelozy u dzieci, probki surowicy powinny by¢ pobierane maksymalnie do 4-5 tygodni
od wystgpienia objawow oraz w odstgpach co 1-2 tygodni.

SEOWA KLUCZOWE: Legionella pneumophila, legioneloza, badania serologiczne, dynamika IgM, serokon-
wersja

WSTEP

W diagnostyce bakteryjnych i wirusowych zakazen
czesto wykonuje si¢ badania poziomu przeciwcial klasy
M. Potwierdzeniem zakazenia jest wykazanie serokon-
wersji lub znamiennego spadku lub wzrostu poziomu
przeciwciat klasy M lub G w badaniu kolejnej probki
surowicy pobranej w odpowiednim odstgpie czasu.
Dynamika powstawania oraz zanikania swoistych
przeciwciat zalezy od klasy przeciwcial, wtasciwosci
patogenu oraz od indywidualnych witasciwosci go-
spodarza. Na wynik ma wptyw réwniez rodzaj zasto-
sowanego testu serologicznego, metoda (ELISA, IFA
lub in.), technika odczytu (automatyczna lub wizualna;
z zastosowaniem znakowanych monoprzeciwcial lub
buforow z barwnikiem i in.) oraz rodzaj zastosowanego
antygenu. Ponadto przy interpretacji wyniku badania

serologicznego nalezy uwzgledni¢ wiek pacjenta, ktory
takze moze stanowi¢ czynnik wplywajacy na uzyskane
wartosci (1,2,3).

Paleczki Legionella sp., w tym najczesciej L. pneu-
mophila sgl, wywoluja zachorowania na legioneloze.
Jedna z metod stosowanych w laboratoryjnej diagno-
styce tych zakazen sa badania serologiczne. W Polsce
badania te stanowia podstawe rozpoznania wigkszos$ci
zakazen wywotanych przez Legionella sp. (4,5,6).

Celem tej pracy byta analiza wptywu wieku pacjen-
tow na wartosci i dynamike IgM dla L. pneumophila sgl.

MATERIAL | METODY

Analizie poddano wyniki badan diagnostycznych
(oznaczenia IgM oraz IgQG) zakazen Legionella pneu-
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mophila sgl (grupy serologicznej 1), wykonywanych
w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego - Pan-
stwowym Zaktadzie Higieny (NIZP-PZH) w latach
2004-2007. Ogoétem przebadano 658 probek surowicy
pobranych od 574 pacjentow, w tym 304 dorostych (po-
wyzej 18 1.2.) 1270 dzieci. Badania te wykonywane byty
komercyjnymi zestawami ELISA firmy Euroimmun
Polska do oznaczania przeciwciat IgM oraz IgG przeciw
L. pneumophila sgl. Oznaczenia i interpretacj¢ wyniku
przeprowadzono zgodnie ze wskazaniami producenta.

Dane dotyczace wieku pacjentéw uzyskano dla 251
dzieci oraz 235 dorostych. Od 51 dorostych oraz 33
dzieci otrzymano do badania wiecej niz jedng probke
SUrowicy.

Analize statystyczng wynikdéw przeprowadzono
przy uzyciu Statgraphics for Windows, Centurion,
v.XV. StatPointTech.Inc.USA. Za znamienny zwigzek
uznawano wynik P < 0,05. Analiza wartosci median
wykonana zostata testem Mooda, natomiast, ze wzgledu
na rozktad wartosci w grupie odbiegajacy od rozktadu
normalnego, analiz¢ $rednich wartosci median IgM
1 IgG w zaleznosci od wieku chorych przeprowadzono
testem Kruskal-Wallis.

WYNIKI

Ogodtem wyniki dodatnie oznaczania IgM stwier-
dzono u 117 pacjentow (20,4%), a u 48 0sob (8,4%)
wyniki graniczne. Natomiast dodatni poziom IgG
stwierdzono u 34 sposrod badanych 397 pacjentow
(8,6%), a graniczny u 19 chorych (4,8%).

Stwierdzono statystycznie znamienne roznice w po-
ziomie IgM w zalezno$ci od wieku chorych (P =0.0084).
Najwyzszy odsetek wynikow dodatnich IgM stwierdzo-
no w grupie mtodych dorostych (32,5%), a szczeg6lnie
0s6b w wieku od 18 do 29 lat —42,5%. Wysoki (>30%)
odsetek wynikow dodatnich IgM stwierdzono takze
u dzieci w wieku >4 lat. Najnizszy odsetek wynikow
dodatnich IgM stwierdzono u najmlodszych chorych
(7,1%) (tab. I). Analiza warto$ci mediany oraz Srednich
median IgM w wyrdznionych grupach wiekowych
wykazata wystepowanie istotnych réznic. Najwyzsze
zroznicowanie uzyskanych wynikow IgM obserwowa-
no u dzieci w wieku 5-9 lat oraz 10-17 lat. Natomiast
najwyzsze warto$ci [gM obserwowano w$rdd dorostych
(40-59 lat; 1 18-39 lat) oraz dzieci w grupie wickowej
5-9 lat. Sredni poziom IgM u najmtodszych byt podobny
do oznaczonego u 0sob starszych oraz zdecydowanie
r6znil si¢ od wynikow w grupie dzieci 5-9 lat, mtodych
dorostych oraz starszych dzieci (tab. I, ryc.1).

Nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic
miedzy warto$ciami [gG w zalezno$ci od wieku: ani
w poszczegolnych, wyrdznionych grupach (P =0.18),
ani w analizie wartosci Srednich mediany lub mediany.

Jednak zaznaczaja si¢ r6znice w wynikach uzyskanych
u dzieci i u dorostych. Wsréd dzieci wartosci dodatnie
IgG sa nieliczne, natomiast w$rod osob dorostych
znacznie wzrasta §redni i najczgsciej mierzony poziom
IgG oraz zauwazalne jest znaczne zréznicowanie tego
poziomu. Najwyzsze warto$ci IgG stwierdzano przede
wszystkim u dorostych (tab. I, ryc.1).

W kolejnym etapie pracy analizie poddano wyniki
oznaczania IgM uzyskane w badaniu probek surowi-
cy wielokrotnie pobranych od tego samego pacjenta,
przy zatozeniu, ze odstep miedzy pierwszym a drugim
pobraniem nie przekroczyt 12 tygodni. Z analiz wyla-
czono probki od 7 oséb dorostych, poniewaz zostaly
one pobrane w odstepie 43 — 76 tygodni, co moglo
wskazywac¢ na kolejne zachorowanie.

Ogotem analizowano wyniki badania 44 osob do-
rostych, od ktérych drugg probke surowicy pobrano do
badan w odstepie od 0,5 do 9 tygodni (Srednio odstep
wynosit 4,38 tyg., mediana = 4,0) oraz 33 dzieci, od
ktorych pobrano kolejng probke w odstepie od 0,5 do
10 tygodni (§rednia = 2,782; mediana: 2,0). Stwierdzo-
no istotng statystycznie réznic¢ w odstepie czasu, jaki
uplynal miedzy pobraniem pierwszej i drugiej probki
surowicy u dorostych i dzieci (mediana - P =0,0004;
srednia - P = 0,0016). Kolejne probki surowicy u dzieci
byty pobierane na og6t w przedziale od 1,5 do 4 tygo-
dnia, natomiast u oséb dorostych od 3 do 5 tygodnia
(ryc.2).

Analizowano uzyskane warto$ci IgM w badaniu ko-
lejnych probek u ogétem 77 pacjentow. Wynik dodatni
w obu probkach stwierdzono u 14 (18,2%) pacjentow,
natomiast wynik ujemny u 29 (37,7%) chorych. Na-
stepnie analizowano przyrost/spadek poziomu IgM
w badaniu kolejnej probki surowicy (z wyltaczeniem
ujemnych par surowic). Przyjmujac zatozenie, ze zmia-
na wyniku o warto§¢ <=20% moze by¢ spowodowana
innymi czynnikami zewnetrznymi i nie musi wynikac
z rzeczywistej zmiany poziomu IgM, wykluczono
z dalszych analiz pary surowic, gdzie zmiana poziomu
wynosita ponizej 20%. Byty to przede wszystkim pary
surowic, w ktorych w obu oznaczeniach uzyskano wy-
niki graniczne oraz w obu — wyniki dodatnie. Zmiang
powyzej 20% stwierdzono u 33 pacjentow, w tym 17
dzieci. Serokonwersje stwierdzono ogotem u 12 osob,
zarowno dorostych, jak i dzieci. Spadek lub wzrost
IgM, gdy w obu probkach uzyskano wynik dodatni,
stwierdzono u 8 pacjentow, a u 7 pacjentéw zmiana ta
dotyczyta zakresu dodatniego i granicznego. U dzieci
obserwowano takze zmian¢ w zakresie warto$ci ujem-
nych i granicznych. Najwyzsze roznice w uzyskanych
wynikach IgM stwierdzano, gdy zmiana nastgpowala
z wyniku ujemnego na dodatni, zaré6wno u oséb doro-
stych (r6znica VE w zakresie od -1,02 do 8,73), jak
i u dzieci (réznica VE w zakresie od -1,13 do 8,21).
Stwierdzano takze znaczny przyrost/spadek IgM gdy
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w obu prébach wykazano poziom dodatni (réznica VE
od-1,12 do 4,63) lub dodatni i graniczny (od -3 do 2,39).

Nastepnie analizowano zmiang poziomu IgM
w funkcji czasu. Stwierdzono, ze u dzieci znaczny
wzrost/spadek poziomu przeciwcial wystepowat jesli
odstep miedzy 1 oraz 2 probka nie przekraczat 4 tygo-
dni, u pozostatych dzieci nie wykazano serokonwersji
— obie probki surowicy byty ujemne. Natomiast u 0s6b
dorostych zmiang poziomu IgM wykrywano w réznych
odstepach czasu, takze powyzej 5 tygodni, cho¢ zaled-
wie u 25% chorych.

Na rycinie 3 przedstawiono uzyskane wyniki
poziomu IgM (VE) w badaniach 4 kolejnych prébek
surowicy pobranych od 9,5 letniej dziewczynki z le-
gionelozowym zapaleniem ptuc w odstepie ogdtem 35
dni (5 tygodni) (ryc.3).

Analizowano takze wskaznik dynamiki IgM, ktory
okreslat ile razy wzrosto/spadto st¢zenie [gM w badaniu
drugiej probki surowicy (z wyltaczeniem par surowic
gdy obie probki byty ujemne). Stwierdzono, ze wskaz-
nik dynamiki IgM ws$rdd dzieci miesci si¢ w zakresie
1,25-14 ($rednia:3,56; mediana:3,2), natomiast wsrod
0s0b dorostych w zakresie 1,5-26 ($rednia: 4,17; me-
diana:1,73) (P >0.05). Ogétem co najmniej 2-krotny
przyrost IgM stwierdzono u 18 pacjentow: 12 dzieci
oraz 6 dorostych. W tej grupie pacjentéw stwierdzono
przede wszystkim zmiane w zakresie wyniku ujemnego/
dodatniego (56%) oraz watpliwego/dodatniego (28%).
Natomiast sposréd 15 pacjentéw, u ktéorych dynami-
ka IgM miescita si¢ w zakresie 1,25-1,9; u 7 (47%)
stwierdzono zmiang w zakresie warto$ci dodatnich, u 2
(13%) o0s6b - zmiang wyniku z ujemnego na dodatni
oraz u 2 chorych — z dodatniego na watpliwy. Ponadto
zmian¢ z wyniku ujemnego na graniczny wykazano
gtéwnie u dzieci w wieku < 5 r.z. (4/6) Nie stwierdzo-
no jednak zalezno$ci miedzy wiekiem a wskaznikiem
dynamiki IgM.

Przyrost poziomu IgM u dzieci i os6b dorostych
opisywany byl takim samym wzorem: InY=a+bX (gdzie
X 1Y=poziom IgM w kolejnych probkach), natomiast
wystepowaty réznice w wartosciach wspotczynnikdw
a ib w obu grupach. W grupie dzieci wartosci wspot-
czynnikow wynosity: a = 1,4+/-0.43 (P =0.0054),
b= -1,12+/-0,34 (P_=0,0051), a w grupie dorostych
a = 0,70+/-0,30 (P_=0,036) oraz b = -0.74+/- 0.17
(P =0,0008). Roznice w wartosciach wspotczynnikow
aib wskazuja na odmienny przebieg krzywej dynamiki
odpowiedzi IgM w obu grupach. Znamienny zwiazek
(P ,=0,0243) pomigdzy wartoscig przyrostu poziomu
IgM a odstepem pomigdzy pobraniami probek obserwo-
wano u 0sob dorostych, podczas gdy u dzieci zaleznosé
ta byta nieznamienna (P =0,5).

DYSKUSJA

Wielu autoréw podkresla, ze jedynie zastosowanie
kompleksowej laboratoryjnej diagnostyki legionelozy,
badanie r6znych probek materiatu klinicznego i wy-
korzystanie roznorodnych technik, pozwala uzyskac¢
wysoka, ponad 95% zdolnos$¢ diagnostyczna (2,7).
Prawidlowo wykonane badania serologiczne w kolej-
nych probkach surowicy pozwalaja wykaza¢ odpowiedz
immunologiczng na zakazenie Legionella sp., takze
w przypadkach zakazen pozaptucnych. Ze wzgledu
na zaleznos$¢ poziomu swoistych przeciwciat od fazy
choroby, czas pobrania probki w znaczgcy sposob
wplywa na mozliwos¢ interpretacji wyniku. Ujemny
wynik badania pojedynczej probki surowicy nie wy-
klucza legionelozy, poniewaz moze by¢ wynikiem zbyt
wcezesnego lub zbyt péznego pobrania probki, tak jak
w przedstawionym w tej pracy przyktadzie 9,5 letniej
chorej z legionelozowym zapaleniem phuc (gdyby ana-
lizowac tylko probkinr 114). Natomiast wynik dodatni
lub graniczny w pojedynczym badaniu moze wskazy-
wac na prawdopodobne zakazenia L. pneumophila lub
by¢ efektem innych czynnikow (np. nieswoiste lub
krzyzowe reakcje itp.). W takiej sytuacji nalezy dazy¢
do wykazania dynamiki przeciwcial klasy IgM lub IgG
lub wykona¢ badanie inng metodg (np. PCR).

Definicja stosowana w celu wykazania znamien-
nego wzrostu/spadku poziomu przeciwciat w badaniu
kolejnej probki surowicy zalezy od uzytej metody. Defi-
nicja EWGLI mowigca, ze jest to co najmniej 4-krotny
przyrost/spadek miana przeciwcial, z zatozeniem, ze
przynajmniej w jednej probce miano wynosi >1:128,
zostata opracowana w oparciu o test mikroaglutynacji
(MAT), podczas ktorego badane sg szeregi podwoj-
nych rozcienczen surowicy chorego. Natomiast odczyt
testu EIA jest automatyczny i polega na pomiarze OD
zaleznego od logarytmu stgzenia przeciwcial. Cztero-
krotny przyrost wartosci w tescie ELISA oznacza¢ moze
faktycznie znacznie wyzsze warto$ci. Prezentowana
analiza wynikow badan prowadzonych w NIZP-PZH
potwierdza sugesti¢ zespolu Elverdal i wsp. (8), ktorzy
przyjmuja za znamienny 2-krotny przyrost wartosci
IgM w tescie ELISA. W ponizszej pracy co najmnigj
2-krotny przyrost stezenia IgM wykazano u 18 pacjen-
tow (w tym 12 dzieci), z tego az u 10 0séb stwierdzono
zmian¢ wyniku z ujemnego na dodatni (czyli serokon-
wersje¢). Nizsza dynamike IgM (<2) stwierdzono u 15
pacjentow, gtéwnie dorostych. Wsrod tych chorych, u 2
0s0b, stwierdzono takze serokonwersjg¢, co pokazuje na
istotno$¢ problemu i watpliwosci podczas interpretacji
takich wynikow.

Stwierdzono, ze u 55% pacjentow, u ktérych indeks
IgM wynosit >2, odstep miedzy pobraniem kolejnych
probek wynosit od 0,5 do 2 tygodni. Znamienne r6z-
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nice w odstepie pobran migdzy dzie¢mi i dorostymi
wskazuja przede wszystkim na rdzny przebieg procesu
diagnostyczno-leczniczego w tych grupach. Wigkszos¢
badanych dzieci byta hospitalizowana z powodu zaka-
zen drog oddechowych lub do zakazenia doszto podczas
pobytu w szpitalu, wiec probki pobierane bylty w krot-
szych odstepach czasu. Natomiast dorosli pacjenci sg
czgsto leczeni w domu, co moze powodowac problemy
z pobraniem 2. probki surowicy (opdzniona wizyta
kontrolna lub jej brak).

U dzieci zmiana poziomu IgM obserwowana
byta, jesli odstep miedzy pobraniem kolejnych probek
wynosit <4 tygodnie, sugerujac szybsze obnizanie
poziomu swoistych IgM w przebiegu odpowiedzi na
zakazenie u dzieci niz u dorostych. Ma to istotne zna-
czenie praktyczne, poniewaz pobranie kolejnej probki
w odstepie powyzej 4-5 tygodni lub pobranie pierwszej
probki ze znacznym op6znieniem moze spowodowac,
ze nie zostanie wykazana serokonwersja/znamienny
przyrost poziomu przeciwciat IgM. Jest to tym bardziej
istotne, ze dane w pi$miennictwie czesto wskazuja, ze
serokonwersja w przypadkach legionelozy moze by¢
opo6zniona u czegsci pacjentéw i wystapi¢ dopiero po 6
tygodniach (1,9). Wykazanie w niniejszej pracy wyste-
powania u 0sob dorostych zwigzku pomiedzy odstgpem
W pobraniu a przyrostem IgM potwierdza te informacje.
Nalezy jednak podkresli¢, ze dane w piSmiennictwie
nt. serokonwersji odnoszg si¢ gtownie do dorostych,
poniewaz przez wiele lat uwazano za mato prawdopo-
dobne wystepowanie zakazen Legionella sp. u dzieci ze
sprawnym uktadem odpornosciowym (10). Obecnie, co
rowniez potwierdzajg prezentowane wyniki, uwaza sie,
ze zachorowania wywotane przez pateczki Legionella
sp. wystepuja takze u dzieci (6,11).

Stopien narazenia na zakazenie pateczkami Legio-
nella sp., jak wykazaty badania Wedege i wsp. (12),
moze znalez¢ odbicie w poziomie przeciwciat w danej
grupie osob. U 0séb najbardziej narazonych mediana
IgG 1 IgM byla znacznie wyzsza niz u oséb mniej
narazonych. W badaniach tych, prowadzonych po wy-
stapieniu duzego ogniska LD (103 osoby), stwierdzono
odpowiedz immunologiczna nie tylko na antygeny
L. pneumophila sg 1, ktory wywotat zachorowania,
ale takze L. pneumophila sg 4. Wynik ten sugeruje, ze
odpowiedz immunologiczna moze wskazac na szereg
roéznych, takze uprzednich zakazen. Czes¢ z tych zaka-
zen mogla przebiega¢ w postaci samoograniczajgcych
si¢ lub grypopodobnych zachorowan, a takze mie¢ prze-

bieg bezobjawowy. Wielokrotne narazenie na zakazenie
Legionella sp. moze by¢ jedng z przyczyn wykazanych
w niniejszej pracy wyzszych median wartosci 1gG,
IgM oraz $rednich tych median u oséb dorostych niz
u dzieci. Wskazuje to na konieczno$¢ zréznicowania
procedur pobierania probek surowicy u dzieci i u doro-
stych: u dzieci kolejne probki powinny by¢ pobierane
w odstepie co 1-2 tygodnie, poczawszy od pierwszych
objawow zachorowania, natomiast u oséb dorostych
przerwy te moglyby by¢ dtuzsze (2-4 tygodnie). Nie-
watpliwie nalezy dazy¢ do jak najszybszego pobrania
pierwszej probki surowicy od chorego.

Prezentowane wyniki potwierdzajg takze dane
uzyskane przez innych autoréw dotyczace znamienne-
go spadku poziomu IgM powstajacych w odpowiedzi
na zakazenie pateczkami Legionella sp. w grupie
0s0b starszych w stosunku do poziomu okreslanego
u pozostatych dorostych (12). W prezentowanej pracy
wykazano takze wystepowanie na podobnym poziomie
odpowiedzi immunologicznej u oséb najmlodszych
1 najstarszych.

WNIOSKI

1. Wykazanie tendencji szybszego spadku poziomu
[gM u dzieci niz u 0so6b dorostych ma istotne znacze-
nie praktyczne, poniewaz w przypadkach podejrzen
legionelozy u dzieci, nalezy bardzo doktadnie usta-
la¢ terminy pobran kolejnych probek surowicy do
badan, a ré6znica pomigdzy pobraniami nie powinna
przekroczy¢ ogétem 3-4 tygodni.

2. Pobranie w odpowiedniej fazie choroby i w od-
powiednich odstgpach czasu probek surowicy do
badan, wraz z uwzglednieniem réznic wynikajacych
z wieku badanych chorych, pozwoli na prawidtowa
oceng sytuacji epidemicznej legionelozy w Polsce.
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