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Praca zawiera przeglgd metod zwiqzanych z problematykq wykrywania i izo-
lacji bakterii z rodzaju Legionella z materiatu klinicznego i srodowiska wodnego.

WSTEP

W 1976 roku w czasie obchodéw 200-lecia Standéw Zjednoczonych wsrdd delegatow
— czlonkéw Legionu Amerykanskiego w Filadelfii wystapily nagte zachorowania na
cigzkie zapalenie pluc. Zachorowato 221 oséb, z ktérych 34 zmarto. Chorobie nadano
nazwe¢ choroby legionistéw. Tajemniczym czynnikiem etiologicznym zapalenia phuc
okazaly sic Gram-ujemne pateczki o specjalnych wymaganiach wzrostowych. Utworzo-
no nowa jednostke taksonomiczng rodzing Legionellaceae, rodzaj Legionella. Informacji
na ich temat stale przybywa: w 1983 roku znano tylko 10 gatunkéw i 9 grup serolo-
gicznych, w 1993 roku ponad 25 gatunkéw i 48 grup serologicznych, ostatnio
wyszczegélnia si¢ 41 gatunkéw i 62 grupy serologiczne. 80-90% zachorowan wywota-
nych jest przez gatunek L. pneumophila (w tym 50-75% przez L. pneumophila grupy
serologicznej 1, za§ 5-20% zachorowan powodowanych jest przez inne gatunki Legio-
nella. Legioneloza wystepuje w postaci dwoch odmian klinicznych znanych jako: 1.
Choroba legionistéw (legionelozowe zapalenie ptuc). 2. Goraczka Pontiac — grypo-po-
dobne zakazenie o niecharakterystycznym, stosunkowo lekkim przebiegu. Choroba
legionistow w przeciwienstwie do goraczki Pontiac przebiega czesto z wysoka (ponad
40°C) temperatura ciala i nietypowym zapaleniem ptuc. Towarzysza jej biegunka,
zamroczenie i inne objawy neurologiczne oraz objawy uszkodzenia watroby, bradykar-

* Praca zostala czgdciowo wykonana w ramach Strategicznego Programu Rzadowego pn: “Bez-
pieczefistwo i ochrona zdrowia czlowieka w Srodowisku pracy” SPR-1 zadanie nr 04.10.18.
Gtéwny Koordynator — Centralny Instytut Ochrony Pracy.
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dia itp. Smiertelno$¢ wynosi przecigtnie 10-12%, ale jesli rozpatrywaé tylko ciezkie
przypadki zapalenia pluc to wskaznik ten jest znacznie wyzszy (15-20%). Typowe
leczenie zapalenia ptuc penicylinami jest nie skuteczne poniewaz L. pneumophila
wytwarza B-laktamazy unieczynniajace te antybiotyki [2, 27, 38, 52, 54, 65, 66]

Pateczki Legionella sa to drobnoustroje srodowiskowe [11] wystepujace w natural-
nych i sztucznych zbiornikach wodnych oraz w glebie. Wchodza w sktad biofilméw
powstajacych na powierzchniach stykajacych si¢ z woda. Przenoszenie pateczek Legio-
nella nastepuje za pomoca aerozoli wodno-powietrznych tworzacych si¢ m.in. w natrys-
kach, nawilzaczach, turbinach dentystycznych, inhalatorach, w przemystowych wiezach
chtodniczych, skraplaczach pary, fontannach, systemach klimatyzacyjnych (chtodzonych
woda), podczas kapieli w wannach wirowych ,jaccuzi” itp. Nie stwierdzono przenosze-
nia si¢ zakazenia Legionella pomigdzy ludZmi. Na zachorowanie najbardziej narazeni
sa mezezyzni w wieku 50-65 lat, aktywni zawodowo, podrézujacy. Czynnikami ryzyka
sa: palenie tytoniu, picie alkoholu, zmeczenie podrdza, leczenie immunosupresyjne i
cytostatyczne [2, 37, 54, 65, 66].

Zachorowania najczesciej wystepuja sporadycznie, zachorowania zbiorowe obserwo-
wane byly wokdt zakladéw przemystowych posiadajacych odprowadzenie aerozoli
wodno-powietrznych na zewnatrz oraz w klimatyzowanych budynkach uzytecznoSci
publicznej, w bankach, hotelach, na wystawach armatury tazienkowej, a takze w szpi-
talach (zakazenia szpitalne) [37, 68]. Najwigcej zachorowan na legioneloze rozpoznaje
sic w okresie letnio-jesiennym (czynna klimatyzacja z nawilzaniem).

Szczegblnym zagadnieniem jest wystepowanie zachorowan na chorobe legionistow
wsrdd uczestnikow organizowanych, grupowych wyjazdéw turystycznych do krajow
Srodziemnomorskich. Szybka i skuteczna rejestracja zachorowan oraz informowanie
wszystkich uczestnikéw europejskiej grupy do spraw zakazefi Legionella (European
Working Group on Legionella Infection — EWGLI) pozwala wywrze¢ wplyw na wias-
cicieli hoteli, aby poddawali okresowemu oczyszczaniu sie¢ wodna hotelu oraz bada-
niom kontrolnym jakoS$¢ bakteriologiczna wody.

Diagnostyka legionelozy jak réwniez izolacja paleczek Legionella ze Srodowiska
nastrecza wiele probleméw i stanowi przedmiot obrad corocznych spotkan EWGLI.
Od 2 lat aktywnie w nich uczestniczy delegacja z Polski (zesp6t z PZH) [55].

METODY WYKRYWANIA PALECZEK LEGIONELLA W MATERIALE KLINICZNYM

Poszukiwanie pateczek Legionella w materiale klinicznym napotyka szereg trudnosci.
Legionella sa to drobnoustroje o szczegdlnych wymaganiach odzywczych (L-cysteina,
pirofosforan zelaza), dlugim okresie generacji, a ponadto namnazaja si¢ wewnatrz
komorek gospodarza — w przypadku cztowieka — w makrofagach. Sa przez to obecne
w probece w niewielkiej liczbie komérek tworzacych kolonie (CFU). Dlatego prébki
materiatu klinicznego musza by¢ odpowiednio pobrane, transportowane i przygotowane
do badan. Materiat posiany na specjalne podtoza wybidrczo-namnazajace nalezy inku-
bowa¢ przez 5-10 dni.

Dobdér materiatu do posiewu prébek klinicznych

Popluczyny oskrzelowe (BAL), aspiraty oskrzelowe, fragmenty tkanki ptucnej po
biopsji, lub z materialu sekcyjnego sa najcenniejszym materialem do hodowli Legionel-
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la. Plwociny nie poleca si¢ jako materiatu do hodowli bez dodatkowego opracowania.
Mimo, ze udokumentowano bakteriemi¢ w przebiegu legionelozy, brak jest komercyj-
nych systeméw do hodowli Legionella z krwi. Najwicksze prawdopodobiefistwo stwier-
dzenia obecnosci pateczek Legionella jest podczas badania bioptatéw ptucnych. Innym
ograniczeniem uzyskania hodowli jest mozliwo$¢ wystepowania pateczki Legionella
w formie zywej, ale nichodowalnej [55, 64, 65].

Transport i przygotowanie materiatu klinicznego do posiewu w kierunku paleczek
Legionella

Prébki nalezy pobrac jatowo, a nastepnie transportowaé w sterylnych pojemnikach.
Mozna doda¢ odrobine destylowanej, jatowej wody (w celu ochrony jej przed wyschnie-
ciem), nie zaleca si¢ stosowania soli fizjologicznej, moze ona hamowaé wzrost Legio-
nella. Jesli czas migdzy pobraniem a posianiem bedzie dtuzszy niz 30 minut, probke
nalezy przechowaé w lodéwce, w przypadku ponad 24 godzin — zamrozi¢ w tempera-
turze —70°C.

W przypadku materiatéw ,,skapych” w drobnoustroje (BAL itp.) nalezy probke
wirowac 15 minut przy 1500 x g w zamknietych probéwkach. W przypadku aspiratéw
ptucnych, oskrzelowych, plwociny nalezy osad zawiesi¢ i rozcieficzy¢ w stosunku 1:5
w podiozu MHB (Mueller-Hinton Broth) w celu rozcieficzenia ewentualnych inhibi-
toréw wzrostu Legionella (tylko w proboéwkach szklanych z korkami szklanymi —
ochrona przez aerozolem wodno-powietrznym). Bioptaty, fragmenty tkanek nalezy
rozdrobni¢ w jatowych warunkach uzywajac skalpela lub jatowego piasku [64].

W celu eliminacji flory towarzyszacej niektorzy autorzy zalecaja ogrzewanie probki
w temperaturze 50°C przez 30 minut.

Przed posiewem plwocine nalezy potraktowac zwigzkiem mukolitycznym np.: pre-
paratem Mistabron (natrium 2-mercaptoaethanosulfonicum).

Hodowla pateczek Legionella

Podtoza

Najczesciej stosuje si¢ podtoze BCYE-a (wg. Feeley’a) zawierajace ekstrakt droz-
dzowy, wegiel aktywowany, a-ketoglutaral, L-cysteing oraz zZelazo tréjwartoSciowe
(Fe’), pH podtoza powinno wynosi¢ 6,9 (Tabela I). Na podtozu tym moga wyrosnaé
takze inne chorobotworcze drobnoustroje, w tym: Francisella tularensis, Bordetella
pertusis, Nocardia asteroides i in.

Aby zapobiec wzrostowi konkurencyjnych, szybciej rosnacych bakterii przy badaniu
probek klinicznych oraz §rodowiskowych do podtoza hodowlanego dodawane sa anty-
biotyki. Sa to najczesciej: polimyksyna (hamujaca wzrost pateczek G(-)), anisomycyna
(hamujaca wzrost drozdzy), cefamandol lub wankomycyna (hamujace wzrost ziaren-
kowcow Gram(+)). Nalezy pamictal, ze cefamandol hamuje takze wzrost pateczek
Legionella innych niz L. pneumophila, a nie wytwarzajacych B-laktamaz np.: L. micda-
dei. Najczesciej do podtoza namnazajacego BCYE-a dodaje si¢ mieszaning czynnikéw
selektywnych (Tabela I) [64-66].
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Tabela I. Podloza zwykle stosowane do hodowli Legionella sp.
Culture media usually used for Legionella sp.

Podloze Sktad Zastosowanie Autor
BCYE-a agar (Buffered charcoal yeast extract) | Standardowe Pasculle
buforowane z wyciagiem podtoze podstawowe | 1980 [44]
drozdzowym, weglem i kwasem
a-ketoglutarowym wzbogacone
cysteing i pirofosforanem zelaza
Fe4(P207)3 x 9 H2O
BMPA agar BCYE z cefamandolem, Wybidéreze do Edelstein
polimyksyna B, anisomycyna posiewu probek 1982 [15]
klinicznych
WY agar BCYE z glicyna, wankomycyna, | Wybidrcze do Wadowsky
polimyksyna B posiewu prébek i Yee
klinicznych i wody 1981 [62]
MWY agar BCYE z glicyng, wankomycyng, | Wybidrcze do Edelstein
polimyksyna B, anisomycyna, posiewu probek 1982 [15]
biekitem bromotymolowym oraz | wody z systeméw
purpurg bromokrezolowg chtodniczych
CCVC agar BCYE z cefalotyna, kolistyna, Wybidéreze do Edelstein
wankomycyna i cykloheksamidem | posiewu wody ze 1982 [15]
Srodowiska
GVPC agar BCYE z glicyna, wankomycyna, | Wybidrcze do Dennis
polimyksyna B, cykloheksamidem | posiewu probek 1998
wody i probek
klinicznych

Do posiewu krwi stosuje si¢ podtoze dwufazowe, przygotowane we wtasnym zakresie,
gdzie faza stala to agar z weglem aktywowanym, faza ptynna podloza zawiera: ekstrakt
drozdzowy, L-cysteing i sole zZelaza.

Warunki hodowli

Optymalne warunki hodowli to: 35-37°C, atmosfera o zwigkszonej (2-5%) zawar-
toSci CO; (wyzsza zawarto$¢ CO, moze hamowaé wzrost Legionella), wilgotno$¢ powy-
zej 50%. Inkubacja do 10 dni, wynik dodatni najczeSciej mozna stwierdzi¢ po 5 dniach
hodowli. Podejrzane sa kolonie wyrastajace dopiero po 3 dniach po posiewie.

Czutosé¢ i swoisto§¢ hodowli

Czuto$¢ hodowli: §rednio 60%, zakres 30-80% zalezy od typu materiatu klinicznego:
plwocina — 5-70%, aspiraty poprzez tchawicg (TTA), BAL — 30-90%, krew — 10-30%.
Swoisto§¢ hodowli: 100% [38, 55, 57, 64, 65, 66].

Identyfikacja paleczek Legionella

Wstepna identyfikacja po:

1. Wykonaniu barwienia metodg Grama: w preparacie widoczne cienkie, polimor-
ficzne, nie wytwarzajace spor paleczki Gram-ujemne (uwaga: trudno si¢ zabar-



Nr 1 Legionella — metody identyfikacji 5

wiaja, rownolegle stosuje sie metode pol-Grama, tj. barwienie bez odbarwiania
alkoholem),

2. Stwierdzeniu niezdolno$ci wytwarzania cysteiny (brak wzrostu na podlozu bez
cysteiny np.: agar krwawy lub BCYE-a bez cysteiny)

3. Istnieje mozliwo$¢ wstepnej identyfikacji Legionella micdadei na podtozu BCYE
Differential Agar zawierajacym barwniki purpure bromokrezolowa i blekit bro-
motymolowy. Na tym podtozu L. micdadei ro$nie w postaci niebiesko-szarych lub
ciemno niebieskich kolonii (L. pneumophila tworzy jasnoniebiesko-zielone kolo-
nie).

Ze wzgledu na bardzo staba aktywnos$¢ biochemiczna dalsza identyfikacja pateczek
Legionella do gatunku prowadzona jest z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych:
(Mab) skierowanych przeciw biatku szoku termicznego (Hsp) o masie 58-60 kDa
oraz/lub przeciwcial monoklonalnych przeciw biatku eksponowanemu na powierzchni
komorki i bioracemu udziat w infekcji makrofaga (Mip). Przeciwciala monoklonalne
do identyfikacji kolonii moga by¢ stosowane w ukladzie immunoenzymatycznym (np.
ELISA), immunofluorescencji, w immunoblotingu.

Przeciwciata poliklonalne znakowane fluoresceina nie znalazly zastosowania w iden-
tyfikacji Legionella -wykazuja one szereg reakcji krzyzowych z Pseudomonas sp., Bacte-
roides fragilis, Corynebacterium sp., Franciscella tularensis, Bordetella sp. [56, 64].

Inne laboratoryjne metody wykrywania zakazenia Legionella (Tabela II)

Metody serologiczne wykrywania legionelozy; stwierdzenie wzrostu
miana przeciwciatl anty-Legionella w surowicy chorego

Stosowane moga by¢ nastepujace metody: 1. Test mikroaglutynacji, 2. Test immu-
nofluorescecji posredniej (IFA), 3. Hemaglutynacja posSrednia, 4. Test ELISA, 5.
Western Immunoblotting.

Metody serologiczne diagnozowania legionelozy wykazuja czulo§¢ w zakresie
70-80%, ktora limitowana jest przez: 1. czas niezbedny na rozwinigcie odpowiedzi
humoralnej chorego do poziomu wykrywalnego, 2. zdolnosSci pacjenta do odpowiedzi
immunologicznej: Srednio 20-30% pacjentéw nie wytwarza przeciwcial na poziomie
wykrywalnym; 25-40% pacjentéw wykazywalo serokonwersje (4-krotny wzrost miana
przeciwcial) po 1 tygodniu od powstania objawéw, ale ok. 10% pacjentéw wykazuje
wzrost miana przeciwcial dopiero po 6-9 tygodniach choroby [55, 64, 65].

Test mikroaglutynacji

Test mikroaglutynacji zostal opracowany przez Feeley’a i wspOtpracownikow w 1978
roku. Jest to prosty test mikroaglutynacji wykonywany na plytkach pleksiglasowych.
Antygen znakowany safraning wyktacza si¢ w reakcji z przeciwciatami zawartymi w
badanej surowicy. W tescie tym nie bada si¢ odpowiedzi pacjenta w poszczegdlnych
klasach przeciwcial. Przygotowanie antygenu mozliwe jest z zastosowaniem jednej
z dwoéch metod:

1. przez ogrzewanie zawiesiny bakterii wyrostych na podtozach statych,

2. zabicie formalina bakterii wyrostych w woreczku zéttkowym zakazonego jaja.
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Tabela II. Potwierdzenie rozpoznania legionelozy przy uzyciu metod laboratoryjnych [38]
Laboratory methods use for confirmation the diagnosis of legionellosis

Materiat Metoda Wynik Interpretacja
BAL, plwocina, Hodowl Dodatni Potwierdza zakazenie
i odowla
bioptaty ptucne Ujemny Nie wyklucza zakazenia*
Wykrycie antygenu Dodatni Potwierdza zakazenie (a)
metoda DFA i/lub Przypuszczalne zakazenie
wykrycie DNA metoda (b)
PCR
Ujemny Nie wyklucza zakazenia®
Mocz Wykrycie antygenu Dodatni Potwierdzone
w moczu: metoda ELISA rozpoznanie (a, c)
lub RIA i/lub Przypuszczalne (b)
wykrycie DNA metodag . . o
PCR Ujemny Nie wyklucza zakazenia
2 probki OkreSlanie miana Serokonwersja Potwierdza zakazenie
surowicy przeciwcial metoda IFA Poied P 1 kazeni
. jedyncze rzypuszczalne zakazenie
(w odstepie 1-9 | lub ELISA lub miano powyzej | (brak mozliwosci oceny
tygodni) mikroaglutynacji 256 czasu zakazenia) (b)
Ponizej 1:256 Nie wyklucza zakazenia™

a — wg definicji Center for Disease Control USA

b — wg definicji WHO

¢ — wg definicji Grupy EWGLI i Grupy Badaf nad Zapaleniami Ptuc

* rozpoznanie negatywne poparte tylko jedna metoda badan moze by¢ falszywie ujemne,
negatywny wynik uzyskany dwiema metodami mozna uzna¢ za prawdziwie ujemny. Zaleca si¢
badanie wszystkich 3 rodzajéw materiatu klinicznego

Test mikroaglutynacji stosowany jest gléwnie dla L. pneumophila 1. Wynik dodatni
w teScie mikroaglutynacji uzyskuje sie u ponad 95% chorych na chorobe legionistow.
Test charakteryzuje si¢ tatwoScia wykonania oraz przystepna cena, nie wymaga stoso-
wania specjalnej aparatury. Za dodatnie przyjmuje si¢ zwykle miano powyzej 64 [26,
59, 64].

Odczyn immunofluorescencji posredniej (IFA)

Test ten zostal opracowany po epidemii choroby legionistow w 1976 roku przez
McDade i wsp. [39], stosowany jest m.in. w dwoch wiodacych o$rodkach: CDC w
Atlancie oraz Central Public Health Laboratory (CPHL) w Wielkiej Brytanii. Obecnie
jest dostepny komercyjnie. Umozliwia on badanie odpowiedzi humoralnej chorego
w klasach immmunoglobin IgA, IgM i IgG, ale poleca si¢ stosowanie poliwalentnych
konjugatow, ze wzgledu na mozliwo$¢ wytworzenia przeciwcial tylko jednej klasy lub
ich kombinacji. Czulo$¢ testu zostata okreslona na 70-80%, swoistos¢ — 99% dla L.
pneumophila 1 poniewaz test ten (podobnie jak test mikroaglutynacji) zostat wystan-
daryzowany tylko w stosunku do jednego, dominujagcego w zakazeniach serotypu.
Niektdre laboratoria referencyjne (np. w Dreznie) opracowaly system immunofluores-
cencji poSredniej takze dla wybranych innych serotypéw L. prneumophila i innych
gatunkéw Legionella. Stwierdzono krzyzowe reakcje z antygenem L. prneumophila
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1 w surowicach skierowanych przeciw P. aeruginosa, Campylobacter sp., Rickettsia sp.,
Coxiella burneti, Bacteroides sp., Haemophilus sp. oraz Citrobacter freundii [55, 64].
Stosowany antygen przygotowany jest z uzyciem jednej z ww. metod.

Diagnostyka legionelozy przez poszukiwanie antygenu Legionella

Stosowane sa nastepujace metody poszukiwania antygenu Legionella: 1. w moczu —
ELISA, RIA, 2. w tkankach i wydzielinach drég oddechowych — immunofluorescencja
bezposrednia (DFA), 3. w wydzielinach drég oddechowych — test ELISA oparty o
poszukiwanie bialka szoku termicznego Hsp. Material musi by¢ rozbijany ultradzwig-
kami (w celu uwolnienia biatka Hsp), wirowany oraz zawieszany w albuminie bydlece;j.

Wykrywanie antygenu Legionella w moczu

W prébee moczu (pobranej do jatowego, szczelnie zamknigtego naczynia) poszukuje
si¢ rozpuszczalnego antygenu, ktorego gléwny sktadnik stanowi prawdopodobnie LPS.
Jest to antygen ciepto-staly, co oznacza, ze przesylane na duze odlegltoéci probki moga
by¢ zagotowane (5 min.) w celu unikni¢cia ewentualnego namnozenia si¢ bakterii
towarzyszacych. W przypadku wynikow watpliwych polecane jest zageszczanie moczu
przez mikrowirowanie. Dostepne sa komercyjne systemy: immunoenzymatyczny ELISA
i radioimmunologiczny RIA oraz szybki test immunochromatograficzny [10, 32, 56].

Metoda ta charakteryzuje si¢: dostepnoscia materiatu, rozpoznaniem we wczesnym
etapie choroby, wysoka czutoScia 75-90% i swoistoscig 99-100% oraz mozliwoscia
uzyskania wyniku dodatniego réwniez gdy wystepuja inne objawy niz zapalenie pluc.

W zaleznosci od producenta testy moga wykazywac zakazenie tylko L. pneumophila
1, lub L. pneumophila 1 i L. pneumophila 2-14 oraz innych gatunkow Legionella sp.

Immunofluorescencja bezpoS§rednia (DFA)

Odczyn ten stosowany jest do poszukiwania tylko L. pneumophila gtéwnie w wydzie-
linach drég oddechowych, bioptatach. Kazdy material, ktory jest odpowiedni do posie-
wu moze by¢ rowniez zbadany tym testem. Tkanki mozna utrwala¢ formaling. Immu-
nofluorescencja bezposrednia charakteryzuje si¢ czutoécig w zakresie: 27-70%, wysoka
swoisto$cia zalezng od typu materiatu klinicznego, dodatkowych technik np.: zaggszcza-
nia oraz zalezy od do$wiadczenia personelu — istnieje ewentualno$¢ otrzymania wy-
nikéw fatszywie dodatnich zwiazana z zanieczyszczeniem przez Legionella plyndw uzy-
tych do badania. Wynik ujemny moze byé spowodowany niska czutocia testu (ok. 10*
CFU), stad taki wynik nie wyklucza zakazenia Legionella. Ze wzgledu na duza liczbe
wynikow falszywie dodatnich od 1995 roku uzyskany wynik dodatni nie stanowi pod-
stawy do rozpoznania legionelozy (powinien by¢ potwierdzony inna metoda badania)
[55, 64, 65].

Badania genetyczne

Okreslone sekwencje poszukiwane sa poprzez sondy genetyczne — wykrywanie 10
CFU, swoisto$¢ 99,1%, czulo§¢ 57%, PCR — system identyfikacji Legionella sp., L.
pneumophila.

Materiatem moze byé: BAL, tkanka plucna, inne wydzieliny drég oddechowych,
surowica, mocz [7, 25, 30, 41, 47].

Metody genetyczne wykrywania zakazenia Legionella jak réwniez identyfikacji wyi-
zolowanych drobnoustrojow stale sa doskonalone. Szersze omodwienie tych metod
bedzie przedmiotem innego artykutu.
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ROZPOZNAWANIE ZACHOROWAN WYWOLANYCH PRZEZ PALECZKI
LEGIONELLA

Rozpoznanie musi by¢ oparte o wyniki badan laboratoryjnych. Definicje tworzone
przez poszczegélne zespoly badaczy réznia si¢ w zakresie metod uznawanych za
potwierdzajace rozpoznanie kliniczne. Definicia WHO (1990 r.) przyjmuje za przypa-
dek legionelozy zachorowanie na zapalenie ptuc potwierdzone badaniem rentgenolo-
gicznym oraz wyhodowaniem Legionella sp. lub uzyskaniem 4-krotnego wzrostu miana
przeciwcial przeciwko L. pneumophila 1. Przypadek legionelozy wg definicji CDC (1990
r.) wymaga oprdcz rozpoznania klinicznego (jw.) potwierdzenia laboratoryjnego: do-
datniej hodowli lub serokonwersji lub dodatniego wyniku DFA lub obecnosci antygenu
Legionella w moczu. Grupa do Badania Zewnatrzszpitalnych Zapalefi Pluc (1995 r.)
za legioneloz¢ uznaje przypadek rozpoznany klinicznie potwierdzony hodowla lub
4-krotnym wzrostem miana przeciwcial lub obecnoscia antygenu w moczu. W tabeli 111
zebrano dane dotyczace czutoSci, swoistosci stosowanych metod oraz interpretacji
uzyskanych wynikéw [55].

Tabela III. Czutos¢ i swoistos¢ metod diagnostycznych legionelozy
Sensitivity and specifity of diagnostic methods of legionellosis

Metody Materiat Czutosé Swoistosé Uwagi Interpretacja
.. WOIStOoSC B o
kliniczny wyniku dodatniego
Hodowla plwocina 5-70% 100% | Wymaga co ,»ztoty standard”
TTA, BAL 30-90% | 100% | najmniej 10 dni Potwierdzenie
krew 10-30% | 100% rozpoznania
Serologia surowica 70% 95-99% | Serokonwersja po | Potwierdzenie
1-9 tygodniach, rozpoznania
najczesciej

stosowana metoda

Test immuno-| wydzieliny 30-80% | > 99% | Szybki (4 godz.), Przypuszczalne

fluorescencji | drdg niezbedne rozpoznanie,

bezposredniej | oddechowych doswiadczenie, wymaga

(DFA) tylko dla potwierdzenia

L.pneumophila

Wykrywanie | mocz 75-90% | > 99% | Szybki (4 godz.), Potwierdzenie

antygenu wczesny etap rozpoznania

rozpuszczal- choroby

nego

W moczu

PCR wydzieliny ©) 9 Szybki (od 5 godz. | Przypuszczalne
dré wigksza ) do 3 dni) rozpoznanie

g e ) p >

oddechowych, niz koniecznos¢ wymaga
mocz, hodowli? potwierdzania potwierdzenia
surowica wynikéw dodatnich

*  wynik ujemny nie wyklucza mozliwosci infekcji Legionella

TTA - transtracheal assay — material pobrany z tchawicy
BAL - bronchoalvedar liquid — poptuczyny oskrzelowe pecherzykowe
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Ze wzgledow praktycznych za wynik potwierdzajacy zakazenie Legionella uznaje si¢
miano przeciwcial = 256 w badaniu jednorazowym.

ZAKAZENIA SZPITALNE PALECZKA LEGIONELLA

Zakazenia szpitalne rozpoznaje si¢ wg zasad podanych w zestawieniu.

Zakazenia w szpitalu:

1. pewne — pobyt 10 pelnych dni przed wystapieniem zachorowania,

2. prawdopodobne — pobyt do 9 dni przed wystapieniem objawdw, w szpitalu ze
szpitalna legioneloza albo jezeli szczep Legionella jest identyczny z izolowanym
z systemu wodnego szpitala,

3. mozliwe — pobyt w szpitalu do 9 dni przed zachorowaniem, w szpitalu bez
legionelozy, bez powiazan mikrobiologicznych miedzy wyizolowanymi z systemu
wodnego a wyizolowanymi z materiatu klinicznego pateczkami Legionella [27, 41,
52].

METODY IZOLACJI BAKTERII Z RODZAJU LEGIONELLA ZE SRODOWISKA
WODNEGO

Izolacja bakterii z rodzaju Legionella ze Srodowiska wodnego stwarza powazne
problemy metodologiczne. Wiaza si¢ one z niewielka koncentracjg tych mikroorga-
nizméw w stosunku do mikroflory towarzyszacej, specyficznymi wymaganiami odzyw-
czymi i bardzo powolnym wzrostem na podtozach syntetycznych. Probki wody pobrane
do badan w kierunku Legionella, poddaje si¢ zageszczaniu oraz obrébce wstepnej w
celu czesciowej eliminacji mikroflory towarzyszace;.

Zageszczanie

Zageszczanie probek mozna uzyskaé poprzez filtracje membranowa, wirowanie lub
namnazanie Legionella w obecnosci ameb.

Filtracja membranowa

Najczesciej stosowanymi filtrami w rutynowych badaniach bakteriologicznych wody
sa filtry membranowe z estréw celulozy o §rednicy poréw 0,2 pum lub 0,45 pm [24, 40,
42,50, 51]. W badaniach w kierunku wykrywania bakterii z rodzaju Legionella niektorzy
autorzy preferuja filtry poliwgglanowe o §rednicy poréw 0,2 pm lub 0,45 pm [24, 40,
42, 50, 51] lub filtry nylonowe [31, 34]. Preferencje te zwiazane sa z polecana metoda
uwalniania bakterii z filtra membranowego na drodze sonifikacji lub wytrzasania. Po
przesaczeniu probki wody o odpowiedniej objetosci filtr membranowy umieszcza sie w
tazni ultradzwigkowej, w zamknietym naczynku zawierajacym 5-25 ml wody lub odpo-
wiedniego ptynu do rozcieficzen i poddaje dziataniu ultradZzwigkéw przez okres od 2 do
10 minut. Czas dzialania ultradzwickéw zawsze nalezy dobiera¢ doswiadczalnie zaleznie
od typu urzadzenia. Zbyt dlugi okres oddzialywania powoduje uszkodzenie komorek
bakteryjnych, zbyt krotki natomiast nie daje wystarczajacego odzysku bakterii z filtrow.
Interesujace poréwnanie stopnia uwalniania Legionella z filtrow membranowych
z r6znego materiatu, réznych firm i o rdéznej Srednicy porow zawiera praca Smitha
i wsp. [51].
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W wiekszoSci przypadkéw odzysk Legionella z filtréw byt wyzszy w procesie sonifi-
kacji niz przy wytrzasaniu. Najwyzszy procent odzysku uzyskano przy zastosowaniu
filtréw poliweglanowych o Srednicy poréw 0,2 pm. Podobne wyniki badan otrzymat
Wolford i wsp. [67]. Boulanger i Edelstein [5] w swoich badaniach uzyskali jedynie
13% odzysku bakterii podczas sonifikacji filtréw celulozowych. Wadowsky i Yee [62]
nizszy odzysk Legionella z filtrow celulozowych ttumacza tendencja bakterii do adhezji
na powierzchni tego materiatu. Wyzszy odzysk bakterii z filtréow poliweglanowych wiaze
sie tez z ich struktura, s3 one bardziej gtadkie, §liskie i ciensze od filtrow celulozowych,
co ulatwia uwalnianie bakterii z ich powierzchni. Wada filtréw poliweglanowych jest
natomiast tendencja do faldowania si¢ i marszczenia oraz szybkiego zatykania poréw
podczas saczenia probek. Wyniki badan Smitha i wsp. [51] opublikowane w 1993 roku
nie wplynety na ksztatt normy migedzynarodowej ISO 11731 z maja 1998 roku [28], w
ktorej przy badaniach wody w kierunku wykrywania Legionella zaleca si¢ alternatywnie
stosowanie filtréw nylonowych lub poliweglanowych o $rednicy poréw 0,2 pm lub 0,45
pm. Wylaczne stosowanie filtrow poliweglanowych o Srednicy poréw 0,45 pm w meto-
dzie filtracji i sonifikacji zalecaja natomiast wytyczne Niemieckiego Ministerstwa Zdro-
wia [53]. Obok metody uwalniania bakterii po przesaczeniu badanej prébki wody przez
sonifikacje lub wytrzasanie, niektorzy autorzy polecaja przeniesienie filtra bezpoSrednio
na podtoze hodowlane [22, 36]. Przy czym w tym przypadku stosowane s3 filtry z estréw
celulozy o $rednicy poréw 0,2 pum lub 0,45 pm [22]. Metoda ta jest tez zalecana
w obecnie przygotowywanym projekcie drugiej czeSci normy ISO 11731 dotyczacej
izolacji Legionella z wod uzdatnianych stuzacych do konsumpcji, kapieli i innych celéw
uzytkowych [29].

Wirowanie

Druga powszechnie stosowana metoda zaggszczania probek wody przeznaczonych
do badan w kierunku wykrywania Legionella jest wirowanie [5, 15, 28, 42]. Aby zapobiec
uwalnianiu si¢ niebezpiecznego aerozolu, wirowanie nalezy zawsze przeprowadzad
w zamknietych pojemnikach. Norma ISO 11731 [28] zaleca wirowanie probek przez
10 minut przy 6000 g lub przez 30 minut przy 3000 g. Boulanger i Edelstein najwyzszy
odzysk Legionella siegajacy 52,9% uzyskiwali wirujac probki przez 15 minut przy 8150 g,
podczas wirowania przez 30 minut przy 3800 g odzysk wynosit 44,5% [5]. ROwniez
Brindle i wsp. stwierdzili wyzszy odzysk Legionella przy stosowaniu wyzszych obrotow
[6]. Z badan Boulanger i Edelstein [5] wynika ze nie tylko odzysk Legionella, ale i
precyzja i doktadno$¢ metody wirowania w poréwnaniu z metoda filtracji membrano-
wej jest duzo nizsza, szczegdlnie odnosi si¢ to do préobek wody zawierajacych niewielkie
liczby komorek Legionella. Odzysk Legionella uzyskany technika wirowania i filtracji
membranowe] byt poréwnywalny dopiero przy liczebnosci Legionella przekraczajacej
10’ komérek/ml. O nizszej liczbie wykrywanych Legionella przy stosowaniu techniki
zageszczania probek przez wirowanie donosza tez inni autorzy [22, 46, 60, 69]. Ze
wzgledu na stosunkowo matla pojemno$¢ naczyn wirowniczych, stosowanie tej metody
jest ograniczone do probek o niewielkiej objetosci, podczas gdy badania w kierunku
wykrywania Legionella najczesciej prowadzone sa z probek wody o objetosci 1000 ml.
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Wzbogacanie prébki przez zastosowanie ameb

Interesujaca metoda wykrywania Legionella w probkach wody zawierajacych bardzo
male, czesto niewykrywalne opisywanymi powyzej metodami, liczby bakterii zapropo-
nowal Rowbotham [48, 49]. Metoda ta polega na wprowadzeniu do badanej prébki
ameb, do ktérych wnikaja obecne w probce komorki Legionella, namnazaja si¢ w wa-
kuolach i po uwolnieniu moga by¢ bez trudu izolowane metodami konwencjonalnymi.
Do tej pory obecno$¢ Legionella zostata stwierdzona w 5-ciu rodzajach ameb (Acan-
thamoeba, Naegleria, Hartmannella, Vahlkampfia, Echinamoeba) oraz w orzeskach z ro-
dzaju Tetrahymena, (T. pyriformis i T. vorax) [3, 19]. Sanden i wsp. opisali 59 przy-
padkow izolacji Legionella z probek wody zawierajacych ameby dopiero po ponad 6
tygodniowym okresie przechowywania probek, podczas gdy badanie tej samej wody
bezposrednio po pobraniu, dawato wyniki negatywne [50]. Frahm i Obst zaobserwowali
namnazanie si¢ pojedyfczych komérek Legionella do wartoici 10° komérek/ml podczas
kilkutygodniowego przechowywania wody w temperaturze 36°C w obecnosci ameb [22].
Zaobserwowana przez autoréw korelacja miedzy probkami wody zawierajacymi ameby
i pozytywnymi wynikami wykrywania Legionella wynosita 74%. Fields 1 wsp. podobny
wzrost liczby komorek Legionella zanotowali po 7 dniach inkubacji probek w obecnosci
orzeskow Tetrahymena pyryformis [20]. Pomimo, ze wspoétzaleznoSci pomiedzy bakte-
riami z rodzaju Legionella, a pierwotniakami byly tematem licznych prac doktadny
mechanizm interakcji nie jest jeszcze do kofica poznany [1, 35].

Obrobka wstepna probek

Niezaleznie od stosowanej metody zageszczania, badanych w kierunku wykrywania
Legionella probek wody, przewaznie przed posiewem na odpowiednie podtoze hodow-
lane konieczne jest przeprowadzenie tzw. obrdbki wstepnej probek majacej na celu
ograniczenie wzrostu mikroflory towarzyszacej. O hamowaniu wzrostu Legionella przez
towarzyszaca mikroflore heterotroficzna zaréwno w Srodowisku naturalnym jak i na
podtozach syntetycznych donosza liczni autorzy [45]. W badaniach Paszko-Kolva i wsp.
[45] bakterie z rodzaju Legionella stanowily jedynie 0,0012% ogdlnej liczby bakterii
izolowanych z wody, a strefa przejas$nienia na podtozu statym ze wzrostem zlewnym
Legionella dumoffi wokét kolonii Pseudomonas sp. siegata 6 mm.

W celu ograniczenia wzrostu mikroflory towarzyszacej probki poddaje si¢ dziataniu
kwasnego buforu (pH 2,2 przez 5-10 minut) lub dziataniu podwyzszonej temperatury
(50°C przez 30 minut). Kwasnym buforem traktowany jest eluat po sonifikacji filtrow
membranowych [28, 31, 60], jak réwniez r6znego pochodzenia osady, ztoza i muly [28].
W przypadku badan wod uzdatnianych projekt normy ISO 11731 [29] zaleca po
przesaczeniu probki wprowadzenie kwasnego buforu bezposSrednio na umieszczony
w aparacie filtracyjnym filtr membranowy, po 5 minutach bufor nalezy przesaczy¢,
przeptukad filtr i umiesci¢ go na odpowiednim poditozu hodowlanym. Przy stosowaniu
tej procedury nie mozna wykluczyé, ze tak drastyczne obnizenie pH spowoduje réwniez
zredukowanie liczby komoérek Legionella. Szewczyk i wsp. [58] donosza, ze redukcja ta
moze siega¢ az 37%. Rowniez Boulanger i Edelstein [5] po zastosowaniu obrobki
wstepnej probek kwasnym buforem zaobserwowali redukcje odzysku Legionella sig-
gajaca 30%. Badania innych autoréw nie potwierdzaja tego zjawiska [4, 22, 60, 63].
Bopp i wsp. [4] wykazali, ze po 30 i 60 minutach traktowania kwa$nym buforem
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zawiesiny 6,3 x 10%/ml komérek wzorcowego szczepu Legionella pneumophila zdolnosé
wzrostu zachowato odpowiednio 6,1 x 10° i 6,8 x 107 bakterii/ml. Krétszy okres ekspo-
zycji pozostawal bez wplywu na wzrost Legionella. Ci sami autorzy w badaniach wod
naturalnych stwierdzili redukcje mikroflory towarzyszacej juz po 5 minutach traktowania
prébek kwasnym buforem. Pigciominutowy czas ekspozycji zostal uznany za optymalny
przez wigkszo$¢ autoréw prowadzacych badania wody w kierunku wykrywania Legionella.

Ograniczenie wzrostu mikroflory towarzyszacej metoda podwyzszania temperatury
badanych probek do 50°C przez 30 minut stosowane jest stosunkowo rzadko, chociaz
metoda ta alternatywnie do metody zakwaszania zalecana jest przez norme ISO 11731
[29]. Z doSwiadczeh Dennis i wsp. wynika, ze redukcja liczby bakterii z rodzaju Legio-
nella w temperaturze 50°C nastepuje dopiero po 240 minutach dziatania [9]. Po 30
minutach inkubacji probek wody w tej temperaturze mozna si¢ natomiast spodziewaé
catkowitej redukgcji liczby komorek Pseudomonas sp., bakterie grupy coli ginety po 150
minutach a Micrococcus sp. po 90 minutach.

Wigkszo$¢ autoréw w swoich publikacjach podkresla, ze nie ma jednej uniwersalnej
metody, ktorg jako najlepsza mozna by bylo poleci¢ do izolowania bakterii z rodzaju
Legionella ze Srodowiska wodnego. Skuteczno$¢ zastosowanej metody zalezy miedzy
innymi od pochodzenia prébki wody (wody naturalne — powierzchniowe, gruntowe;
wody uzytkowe) od jej skladu chemicznego i temperatury oraz stopnia zanieczyszczenia,
w tym od ilosci i sktadu jakoSciowego mikroflory towarzyszacej [22, 33, 60]. Tiefenbrun-
ner i wsp. [60] najlepsze wyniki izolacji Legionella z instalacji wody zimnej uzyskali
metoda sgczenia probek przez filtry poliweglanowe, sonifikacji i obrébki eluatu kwas-
nym buforem. Autorzy ci wykazali, ze przy zastosowaniu tej metody nastepuje prawie
calkowita eliminacja pateczek Gram—dodatnich i Gram—ujemnych (w tym Pseudomo-
nas) oraz drozdzy. Metoda ta nie wplywa natomiast na liczbe Gram-dodatnich
i Gram—-ujemnych ziarniakéw oraz bakterii tworzacych spory. Do izolacji Legionella
z instalacji wody goracej i mieszanej autorzy ci polecaja koncentracje probek przez
wirowanie, sonifikacj¢ osadu i zakwaszenie. Frahm 1 Obst najwyzszy procent izolacji
Legionella z prébek uzyskali stosujac, w badaniach wody pochodzacej z instalacji do-
mowych, metode filtracji membranowej, zakwaszania i bezpoS$redniej hodowli mikro-
organizmow na filtrze przeniesionym na odpowiednie podioze [22]. Autorzy ci propo-
nujg pomini¢cie etapu sonifikacji opierajac si¢ na badaniach Smith i wsp., z ktorych
wynikalo, ze podczas sonifikacji tylko 22 do 66% bakterii przechodzi do eluatu [51].
Wobec duzej rozbieznosci wynikéw badan uzyskiwanych przez réznych autoréw, rozny-
mi metodami, norma ISO 11731 [28] zaleca zaggszczone lub nie zageszczone probki
wody, mutéw lub osadéw badane w kierunku wykrywania Legionella, podzieli¢ na trzy
czescei, z ktorych jedng zaleca stosowaé bez obrdobki wstepnej, jedng poddaé dziataniu
podwyzszonej temperatury i jedng kwasnego buforu. Postepowanie takie znacznie
zwieksza prawdopodobienstwo wykrycia Legionella szczegdlnie w probach o blizej nie
znanym stopniu zanieczyszczenia, ktore badane sa po raz pierwszy.

Hodowla

Niezaleznie od zastosowanej metody koncentracji i obrébki wstepnej badanych
probek wody nastgpnym etapem badan jest zazwyczaj hodowla poszukiwanych mikro-
organizmow.
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Jedna z pierwszych metod namnazania Legionella, stosowana réwniez przy badaniu
wody, byto wprowadzenie probki materialu do krwi 4-6 tygodniowych §winek morskich.
[4, 8, 12, 21, 39, 42, 43, 61]. W przypadku obecno$ci w badanej probce pateczek
Legionella po dwoch dniach od zaszczepienia obserwowano rozwijajacy si¢ proces
chorobowy koficzacy si¢ przewaznie po 6 dniach §miercig. Wyciagi z watroby i Sledzio-
ny martwych zwierzat zawierajagce namnozone komorki Legionella wprowadzano na-
stepnie do woreczkow zottkowych embrionéw kurzych, po 4-5 dniach homogenat
rozprowadzano na podtozach syntetycznych. Feelley i wsp. [16] spos§réd 17 réznych
podtozy bakteriologicznych, na ktdre posiewali zakazong zawiesine kurzych woreczkéw
z6ttkowych, wzrost pateczek Legionella uzyskali jedynie na podlozu Mueller-Hintona
z dodatkiem 1% hemoglobiny i 1% roztworu okreSlanego jako Iso Vitale X. Dalsze
prace tych autoréw doprowadzily do zastapienia wymienionych czynnikéw chlorowo-
dorkiem L-cysteiny i roztworem pirofosforanu zelaza (F-H agar), réwnocze$nie autorzy
zaobserwowali, Ze najkorzystniejsze warunki wzrostu dla pateczek Legionella wystepuja
przy obnizonym st¢zeniu tlenu i podniesionym do 2,5% stezeniu CO». Kolejna mody-
fikacja podtoza do hodowli Legionella bylo zastapienie kwasnego hydrolizatu kazeiny
i skrobi, wyciagiem drozdzowym i weglem drzewnym (charcoal — yeast extract CYE —
agar) [17]. Posiewy standaryzowanej zawiesiny zakazonych jaj kurzych na poréwnywane
podtoza wykazaty na agarze F-H obecnos¢ 4,35 x 10° komérek Legionella w przeliczeniu
na Iml inokulum po 4 dniach inkubacji i 4,85 x 10° komérek w 1 ml na agarze CYE
po 3 dniach inkubacji. Roéwnocze$nie autorzy sugeruja, ze inkubacje na podlozu CYE
mozna prowadzi¢ w warunkach tlenowych bez konieczno$ci podwyzszania stezenia CO,
do 2,5%. Edelstein [13] najkorzystniejsze warunki izolacji pateczek Legionella zaréwno
z materiatlu klinicznego jak i z probek wody uzyskat po uzupekieniu podtoza CYE w
ACES bufor (kwas N-2-acetamido-2-amino etanosulfonowy) i a-ketoglutaran (podtoze
BCYE-a). Na podiozu tym Legionella ro$nie w postaci lekko wypuktych kolonii barwy
kremowo-biatej lub szarej z wyraznie opalizujacym Srodkiem. Kolonie mozna zaobser-
wowaé pod mikroskopem po 24 godz. inkubacji, migdzy 3 a 5 dniem sa juz widoczne
golym okiem, po 5-7 dniach osiagaja Srednice 3-4 mm [44]. Posiane plytki nalezy
inkubowaé w temperaturze 36 = 1°C, przy wilgotnosci > 50% do 10 dni. Podloze
BCYE-a jest najczeSciej stosowanym podtozem podstawowym do hodowli pateczek
Legionella ze Srodowiska naturalnego jak i z materiatu klinicznego.

Poza obrobka wstepng probek, ktéra nie prowadzi do catkowitej eliminacji mikro-
flory towarzyszacej konieczne jest uzupehienie podtoza o czynniki zwigkszajace jego
selektywnos$¢. Gorman i wsp. [23] proponuja dodanie cefalotyny i cykloheksamidu
(CCVC-BCYE agar) na podtozu tym nie beda jednak rosly gatunki Legionella nie
wytwarzajace cefalosporynazy np. L. micdadei i L. feeleii. Wadowski i Yee [62] w celu
zahamowania wzrostu pateczek Gram-ujemnych zaproponowali oprocz antybiotykow
wankomycyny i polimyksyny dodanie do podtoza wolnej od jondw amonowych glicyny
(podtoze WY). Edelstein [15] zmodyfikowat to podtoze uzupehiajac je w anisomycyne
— antybiotyk hamujacy rozwdj drozdzy, oraz barwniki btekit bromotymolowy i purpure
bromokrezolowa (podloze MWY). Przeprowadzone przez tego autora badania po-
réwnawcze izolacji Legionella z 24 prébek wody wykazaly 92% prébek dodatnich przy
zastosowaniu podtoza MWY, wobec 79% na podtozu z dodatkiem cefamandolu,
polimyksyny B i anizomycyny (podtoze BMPA-a) i 71% na podtozu podstawowym
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BCYE-a bez dodatku czynnikéw hamujacych. Réwniez Kusnetsov i wsp. [34] najwyzszy
procent probek pozytywnych w stosunku do Legionella (76,%) uzyskali stosujac metode
posiewu zageszczonych i zakwaszonych probek wody na podtoze MWY, réwnolegle na
podtozu BCYE-a uzyskali 70,5% préobek dodatnich sposréd 95 badanych. Autorzy ci
szczegoblnie polecaja podloze MWY do badania prébek wody pochodzacych z systeméw
chtodniczych. Niemieckie Ministerstwo Zdrowia zaleca podtoze MWY do wykrywania
obecnosci Legionella w wodach cieplych instalacji domowych natomiast BCYE-a do
hodowli czystych szczepow w badaniach potwierdzajacych [53].

PODSUMOWANIE

Laboratoryjna diagnostyka zachorowan wywotanych bakteriami z rodzaju Legionella
oraz metody wykrywania i izolacji tych drobnoustrojow ze Srodowiska wodnego sa
przedmiotem statego zainteresowania mikrobiologéw. Poszukiwanie paleczek Legionel-
la w materiale klinicznym czy w wodzie napotyka szereg trudnoSci. Pateczki Legionella
sa wewnatrzkomdrkowymi patogenami o szczegdlnych wymaganiach odzywczych, dtu-
gim okresie generacji, wystepuja w niewielkiej koncentracji w stosunku do mikroflory
towarzyszacej. Zatem wybOor metody zalezny jest miedzy innymi od: typu materiatu
klinicznego, pochodzenia prébki wody, spodziewanej koncentracji Legionella, stopnia
zanieczyszczenia badanej probki (sktad i ilos¢ flory towarzyszacej). W Swietle przed-
stawionych prac mozna stwierdzi¢, ze dotychczas nie opracowano uniwersalnej metody,
ktéra jako najlepsza mozna by poleci¢ do izolowania i wykrywania Legionella z mate-
riatu klinicznego czy §rodowiska wodnego.

H. Styputkowska-Misiurewicz, B. Krogulska, K. Pancer, R. Matuszewska

LEGIONELLA SP. - INVESTIGATION OF HUMAN INFECTION AND DETECTION
IN ENVIRONMENTAL WATER

Summary

Legionella sp. is the etiological agent of Legionnaires Disease and the Pontiac Fever, one
of the new emerging diseases. Legionella are common in natural environment but in low number
of bacteria cells, especially in comparison to other bacterial flora. Because of special nutritious
requirement and long time of Legionella generation, the isolation of bacteria and the diagnosis
of legionellosis cause many problems. In this publication some methods for detection of
Legionella sp. in environmental water and clinical samples are presented and evaluated.
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