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Legionärsjuka kan ge upphov
till aktivering av trombocyter,
som leder till bildande av mikro-
partiklar och trombocytopeni.
Patienter med höga nivåer av
mikropartiklar har bättre trom-
bocytfunktion än vad trombo-
cytvärdet visar. Här beskrivs
två fall där detta medförde
trombotisering i filtren som an-
vändes vid central veno–venös
hemofiltration, trots att patien-
terna behandlades med heparin.
Efter byte till lågmolekylärt he-
parin minskade trombotisering-
en.

Legionella är namnet på en familj av
bakterier som ger upphov till två olika
typer av sjukdomar: lunginflammation
(legionärsjuka) och influensa (pontiac-
feber). Legionärsjuka är en allvarlig
form av lunginflammation med hög fe-
ber, frossa, muskelsmärtor, huvudvärk,
hosta och andningssvårigheter [1].
Nedsatt immunförsvar, rökning och ål-
der är riskfaktorer för att drabbas av le-
gionärsjuka. 

Legionella pneumophila är en intra-
cellulär patogen som finns i vattensam-
lingar, sjöar och mark. Bakterien är så
liten att den kan följa med inandnings-
luften i form av aerosol och på så sätt nå
ut i alveolerna. För att L pneumophila
skall tillväxa in vivo krävs det att den tas
upp av makrofager eller monocyter.
Denna fagocytos är beroende av kom-
plementreceptorerna CR1 och CR3 på
makrofagytan och C3-fragment på bak-

terieytan [2]. Det är därför viktigt för
bakterien att kunna aktivera det humana
komplementsystemet.

L pneumophila kan åstadkomma
komplementaktivering via flera olika
mekanismer. Lipopolysackarider från L
pneumophila aktiverar komplement-
systemet via både den klassiska och al-
ternativa vägen. Aktiveringen via den
klassiska vägen kan induceras av anti-
kroppar som normalt finns i serum hos
friska individer [3], men det finns ock-
så en antikroppsoberoende bindning av
C1q till L pneumophila [4]. En annan
möjlig aktiveringsväg är lektin-vägen
som via »mannan binding lectin»
(MBL) känner igen kolhydrater på
mikroorganismer [5]. C3-deposition på
bakterieytan kan även ske via den alter-
nativa vägen i komplementsystemet
[6]. 

Humana trombocyter har både C1q-
och Fc-receptorer. Aktivering via dessa
receptorer ger upphov till trombocyt-
aktivering och aggregation [7-9]. Det
terminala komplexet i komplement-
systemet (C5b–C9-komplexet) kan ock-
så aktivera trombocyter och ge upphov
till mikropartikelbildning [10]. Aktive-
rade trombocyter elimineras snabbt från
blodbanan [11], vilket medför att alla
dessa komplementmedierade effekter
kan ge upphov till trombocytopeni. 

Mätmetoder och utrustning
De vanliga cellräknarna på sjuk-

huslaboratorierna kan inte detektera
mikropartiklar. Vi har istället använt oss
av flödescytometri, FACS, vilket är en
metod som är väl lämpad för kliniskt
bruk, för att studera mikropartikelbild-
ning hos två patienter med L pneumo-
phila-infektion. FITC-märkta hönsan-
tikroppar mot fibrinogen, p-selektin,
IgG och von Willebrand-faktor använ-
des för flödescytometrianalyserna (Bi-
opool AB, Umeå).

Trombocytantal mättes med hjälp av
en Coulter STKS cellräknare (Coulter
Diagnostics, Hialeah, FL, USA). 

C3 och C3d analyserades immuno-
logiskt med en Beckman Array nefelo-
meter (Beckman Instruments, Brea,
CA, USA). Efter PEG (polyetylengly-
kol)-precipitering mättes C3d i överfa-
sen med en polyklonal anti-C3d-an-

tikropp (DAKO A/S, Danmark). Total-
komplement, klassisk och alternativ
väg, analyserades med modifierad
CH50-metod [12].

Proverna analyserades med hjälp av
en Epics Profile XL-MCL flödescyto-
meter (Coulter Electronics, Hialeah,
FL, USA) [13]. 

Första fallet 73-årig man
Patient 1 var en 73-årig man som be-

handlades med heparin och warfarin på
grund av en trombos i sinus sagittalis
och sinus transversus. Han fick också
betametason och ranitidin. Under vård-
tiden på neurologkliniken duschade han
och drack vatten. Då han efter en tid ut-
vecklade feber och hosta överfördes
han till infektionsklinik.

Fem dagar senare hade han utvecklat
en pneumoni med uttalad dyspné och ett
pO2 på 6,3 kPa. Han överfördes till in-
tensivvårdsavdelningen där han be-
handlades med antibiotika (inklusive
erytromycin). Ett par dagar senare kun-
de man med fluorescerande antikroppar
påvisa förekomst av L Pneumophila i
trakealsekret. L pneumophila-antigen
påvisades även i urin.

Patientens laboratorievärden var:
CRP 357 mg/l (referensvärde <10); leu-
kocyter 3,3×109/l (4,0–9,0); trombocyt-
tal <10×109/l (150–400) (Figur 2); pro-
trombinkomplex 38 procent (70–130);
antitrombin III 58 procent (80–120); fi-
brinogen 7,3 g/l (2,0–3,6); APTT (akti-
verad partiell tromboplastintid) 40 s
(25–36).

Patienten var mycket svår att syrsät-
ta, trots 100 procent syrgas, och be-
handlades därför även med NO (kväve-
oxid), upp till 40 ppm. pO2 låg trots op-
timal respiratorisk terapi på ungefär 5
kPa. Patienten utvecklade också njur-
svikt och behandlades med central
veno–venös hemofiltration, CVVH,
och heparininfusion.

Trots heparinbehandlingen och de
låga trombocytvärdena var det en hel
del problem med trombotisering av filt-
ren till CVVH-apparaten. Man prövade
därför att använda sig av lågmolekylärt
heparin istället för heparin, vilket resul-
terade i att man därefter ej behövde byta
filtren på grund av trombotisering. Pati-
enten försämrades dock successivt trots
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behandlingen, och avled en vecka efter
att han överförts till IVA på grund av
pneumoni och dyspné. Obduktion be-
kräftade den kliniska diagnosen.

Fall två man med njurproblem
Patient 2 är en 49-årig man med grav

arterioskleros (Leriches syndrom och
renovaskulär hypertension). Han hade
tidigare opererats med en aorto–femo-
ral graft och en graft till höger njure. I
efterförloppet hade det varit problem
med restenoser. Han hade i perioder be-
handlats med dialys under de senaste
åren. Patienten kom in till sjukhuset då
han skulle genomgå en angiografisk un-
dersökning av njurgraften. Undersök-
ningen visade en stenos för vilken han
stentbehandlades, varefter han skrevs ut
från sjukhuset med furosemid, warfarin
och blodtrycksänkande terapi i kombi-
nation. En månad senare togs han in
igen på grund av pneumoni och njur-
svikt. Tillståndet försämrades kraftigt
och han överfördes till IVA då man
misstänkte septisk shock.

På IVA lades patienten i respirator
och CVVH-behandling inleddes. Initi-
alt behandlades han med cefuroxim
med tillägg av erytromycin nästa dag.
Med fluorescerande antikroppar påvi-
sades förekomst av L pneumophila i tra-
kealsekret och med hjälp av odling på-
visades Legionella serotyp 8 i trakeal-
sekret. Under vårdtiden byttes warfarin
ut mot heparin, som antikoagulantia,
för att förhindra stopp i filtren till
CVVH-apparaten. 

Laboratorieprov visade: trombocyttal
30×109/l (150–400) (Figur 2); leukocyter
22,0×109/l (4,0–9,0); protrombinkom-
plex 43 procent (70–130); antitrombin III
55 procent (80–120); fibrinogen 8,9 g/l
(2,0–3,6); APTT 33 s (25–36).

Även denna patient var svår att syr-
sätta och fick behandling med NO un-
der fyra dygn. Han svarade mycket bra

på denna behandling (upp till 20 ppm
NO i 90 procent O2). Patientens tillstånd
förbättrades och patienten kunde över-
föras till en vanlig avdelning. 

Trombocytakti vering och
bildning av mikr opartiklar 
Vi jämförde andelen positiva trom-

bocyter/mikropartiklar med specifik
antikropp i förhållande till en icke-spe-
cifik antikropp. Detta gjordes för att
minska effekterna av de höga mikro-
partikelnivåerna på resultaten. Metoden
mäter den totala fluorescensen per
trombocyt eller mikropartikel. Om
mikropartikeln är för liten så kommer
den inte att identifieras som positiv trots
att den är aktiverad. Detta gör att det är
svårt att jämföra prov från patienter
med höga nivåer av mikropartiklar med
ett kontrollmaterial bestående av friska
individer med mycket låga nivåer av
mikropartiklar. 

Bägge patienterna hade ökad andel
fibrinogen- p-selektin- och von Wil -
lebrand-faktor-positiva trombocyter
(Tabell I). Vi fann ingen ökning av an-
delen IgG-positiva trombocyter då vi
jämförde med en icke-specifik IgY-an-
tikropp. Patienten med den största an-
delen mikropartiklar hade lägre procent
fibrinogen- p-selektin- och von Wille-
brand-faktor-positiva trombocyter. Det-
ta beror på den höga andelen mikropar-
tiklar i dessa prov.

En FITC-märkt anti-trombocyt-an-
tikropp användes för att identifiera
trombocyter och mikropartiklar hos
dessa två patienter och en frisk kontroll
(Figur 1a–c). 

Bägge patienterna hade mycket höga
nivåer av mikropartiklar. Patienten med
den högsta andelen mikropartiklar (Fi-
gur 1a) dog bara något dygn efter att pro-
vet togs. Mindre än 10 procent av trom-
bocyterna hos denna patient hade normal
storlek. Som jämförelse ses en anestese-
rad, icke-septisk patient (Figur 1c).

Trombocyttal, APTT och
komplementkonsumtion
Båda patienterna utvecklade trom-

bocytopeni. Patient 1 hade trombocyt-
värden <10×109/l fyra av sex dagar, me-
dan patient 2 hade som lägst 30×109/l.

Patient 1 hade en klar komplement-
konsumtion med sänkta nivåer av total-
komplement, klassisk väg, och ökade ni-
våer av C3d (Tabell II). Patient 2 hade un-
der dag fyra och fem lägre nivåer av total-
komplement, klassisk väg, och lätt ökade
nivåer av C3d i förhållande till dag sex
och sju. Detta talar för en komplement-
konsumtion under dag fyra och fem. Ing-
en påverkan på totalkomplement, alter-
nativ väg, sågs hos patienterna.

Målsättningen är att ha en APT-tid
på mellan 40 och 60 s under pågående
CVVH. Båda patienterna behandlades
med heparin intravenöst i stigande kon-
centrationer, men trots doser på upp till
90 000 enheter/dygn så steg ej APTT
över 40 s. Då patient 2 förbättrades kli-
niskt och trombocytopenin avtog, steg
APTT.

Legionärsjuka drabbar
i första hand nedsatta
Legionärsjuka är en allvarlig form av

lunginflammation. Den drabbar i första
hand individer med nedsatt immunför-
svar, men är mängden bakterier som in-
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Figur 1 . Mikropartiklar från patient 1 (till vänster), patient 2 (mitten) och från en icke infekterad patient (till höger). Trombocyter och
mikropartiklar identifieras med hjälp av storlek (x-axel) och en fluorescerande anti-
trombocyt-antikropp (y-axel). I bilden till höger ses nästan bara normalstora trombocyter – som en distinkt grupp, medan man i de båda
andra figurerna kan se rikligt med mikropartiklar nedanför och något till vänster om den ursprungliga trombocytpopulationen. 

Tabell I. Procent positiva trombocyter med oli-
ka antikroppar.

Antikropp Patient 1 Patient 2

Anti-fibrinogen 6,9 13,9
Anti-p-selektin 14,9 24,0
Anti-vWF 6,6 40,9
Anti-IgG 0,9 1,45
Ospecifikt IGY 1,0 1,7



andas tillräckligt stor så kan även fullt
friska individer utveckla legionärsjuka
[1]. Infektionen sprids via system som
innehåller ljummet vatten och kan bilda
aerosoler. Aerosolen gör att bakterie-
innehållande droppar kan nå ner i lung-
orna. I alveolerna tas bakterierna upp av
makrofager, i vilka de kan föröka sig.

L pneumophila aktiverar det humana
komplementsystemet både via den
klassiska och den alternativa vägen. Att
ha komplementfragment på bakterie-
ytan är i regel negativt för bakterier ef-
tersom detta i regel medför att bakteri-
en tas upp av makrofager och bryts ner.
För L pneumophila är detta en viktig del
i dess förökning. C3-fixeringen verkar
vara mycket specifik då C3 bara binder
till ett enda protein på bakterieytan [5].
Efter att den C3-beklädda bakterien
bundits till komplementreceptorerna
CR1 och CR3 så fagocyteras bakterien. 

Fagocytos av L pneumophila skiljer
sig från övrig fagocytos och kallas för
»coiling phagocytosis» [14]. Fago-
somerna som innehåller bakterien
smälter inte ihop med lysosomer utan
bakterien får möjlighet att föröka sig i
dessa fagosomer, och slutligen leder det
till att cellen dör.

Vi har tidigare visat att komplemen-
taktivering ger upphov till kraftig
mikropartikelbildning [7]. Mikro-
partiklar bildas av trombocytfragment i
samband med trombocytaktivering.
Dessa mikropartiklar är hemostatiskt
mycket aktiva men de är för små för att
man skall kunna mäta dem med de cell-
räknare som normalt finns på sjukhu-
sen. Man har funnit stegrade nivåer av
mikropartiklar hos patienter med TIA-
attacker och multiinfarkt demens [15].
Patienter med höga nivåer av mikro-
partiklar har en bättre trombocytfunk-
tion än vad som framgår av trombocyt-
värdet.

Man har i en studie visat på en bättre
korrelation mellan mängden mikro-
partiklar och blödningsproblem än mel-
lan trombocyttalet och blödningspro-
blem hos patienter med autoimmun
trombocytopeni [16].

Vi har använt oss av flödescytometri
för att studera trombocytaktivering och
mikropartikelbildning hos två patienter
med legionärsjuka. Båda patienterna ut-

vecklade trombocytopeni på grund av
sjukdomen. Detta berodde på trombo-
cytaktivering och en mycket uttalad
mikropartikelbildning. Andelen mikro-
partiklar var mycket högre än vad vi ti-
digare har sett hos patienter med gram-
negativ sepsis [17]. Patienten med den
mest uttalade mikropartikelbildningen
avled. Vi har tidigare i en djurexperi-
mentell modell sett att höga nivåer av
mikropartiklar var associerade med en
ökad mortalitet [18]. I samband med att
patient 2 tillfrisknade så steg också
trombocyttalen.

Båda patienterna behandlades med
heparin intravenöst på grund av CVVH-
terapin. Trots mycket höga heparin-
doser så erhölls ingen förlängning av
APT-tiden. Varför patienterna inte sva-
rade på heparinbehandlingen beror tro-
ligen på trombocytaktiveringen och
mikropartikelbildningen. Vid trombo-
cytaktivering frisätts trombocytfaktor 4
(PF4), vilken binder till heparin och
hämmar heparinets effekter. Mikropar-
tiklarna erbjuder också en koagula-
tionsaktiv yta, vilken förkortar APT-tid
och »dilute simplastin time», även i
frånvaro av heparin [19].

Lågmolekylärt heparin
kan vara värt att pröva
Bytet från heparin till lågmolekylärt

heparin minskade trombotiseringen i
CVVH-filtren, vilket talar för att låg-
molekylärt heparin effektivare förhind-
rade trombotiseringen. Detta skulle
kunna bero på att lågmolekylärt heparin
inte i samma grad binder till mikropar-
tiklarna. Då det rör sig om endast två pa-
tienter så kan man ej dra några generel-
la slutsatser, men det kan vara värt att
pröva att byta till lågmolekylärt heparin
om APT-tiden inte stiger i samband
med heparinbehandling hos denna typ
av patienter.

Bägge patienterna behandlades med
NO. Detta kan ha en positiv effekt hos L
pneumophila-infekterade patienter då
NO-radikaler är baktericida för legio-
nellabakterier i laboratorieförsök [20].

Komplementaktivering spelar en
viktig roll för tillväxten av L pneumop-
hila och sannolikt för trombocytopenin.
Komplementsystemet skulle även kun-
na orsaka andra symtom hos dessa pati-

enter. För närvarande pågår en utveck-
ling av komplementhämmare som läke-
medel [21, 22]. Det förefaller troligt att
komplementhämmare skulle kunna
minska både tillväxten av L pneumop-
hila in vivo och de kliniska symtomen.
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Tabell II. Nivåer av C3d och totalkomplement, klassisk väg, hos de två patienterna. Referens-
värde för totalkomplement, klassisk väg 80–120 procent, och för C3d/C3 kvoten <5,1 ?? = ej
analyserat.

Patient 1 Patient 2

Dag Klassisk väg C3d/C3 Klassis väg C3D/C3
4 43 9,3 85 5,8
5 45 9,0 78 5,4
6 57 8,5 100 4,1
7 – – 99 45


