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应用简化和定量方法从空调冷却水中

培养分离军团菌

胡君生 夏建英 杨兰萍 庄昕 陈长怡

【摘要】 目的 建立简便技术并用于调研该地区空调冷却水中军团菌的分布等。方法 用简法

配制军团菌培养基；以烛缸取代 !"# 培养箱；仅依据菌落形态的符合和在血琼脂上不生长初判军团

菌；并用简式作定量。结果 应用简化和定量的方法于 $%%&年 &月至 $%%%年 ’月，从上海市卢湾区 ’
类建筑物 (&个定点的 )&$件空调冷却水样中，检出了 $*+件军团菌，检出率达(%,*&-，其中地铁站达
’%,)’-。结论 建立了简化的军团菌培养分离和定量法，以此法在历经 )年较系统的定点调研中，
检出率达(%,*&-，非常显著地高于国内已发表的资料而与国外相近。其中地铁站冷却水的军团菌检
出率和菌量均最高，故其传播军团病的危险性应引起注意。

【关键词】 军团菌；空调冷却水；简化法

! "#$%&#’#() *+) ,-*+.#.*.#/( $(.01) ’12 3-&.-2#+4 *+) #"1&*.#+4 !"#$%&"’’( ’21$ *#2 31+)#.#1+ 311&#+4
5*.(2" !" #$%&’(%)，*+, #-.%/-%)，0,12 3.%4-%)，(5 .6 7 3$8.% 9(%5(: ;<: =-&(.&( 9<%5:<6 .%> ?:(@(%5-<%，
A’.%)’.- #...#+，9’-%.
【!6".2*3.】 768(3.#/( /0 123456728 279:67;71< 31=8>7?@1 30 7>A1237B431 381 <723C75@370> 0; 3()-<%(66. ;C09

47C =0><7370> =0067>B D431C2 7> 4 <723C7=3 7> E84>B847 , 9(.01)" F27>B 279:67;71< 91380< 30 94G1 HIJ! 4B4C
:64312；@27>B =4><61 K4C 30 C1:64=1 !"# 7>=@5430C；7>73746 7<1>37;7=4370> D42 0>6L C1671< 0> =060>L 4::14C4>=1 5@3 >0
BC0D38 0> 381 5600< 4B4C :6431；4>< 4 279:61 ;0C9@64 D42 @21< 30 ?@4>37;L 381 3()-<%(66. 7> D431C2, :("-&." MC09
N@6L $%%& 30 N@>1 $%%% 7> O@D4> P723C7=3 E84>B847，381 279:67;71< 91380<2 D1C1 @21< 30 =@63@C1 4>< 7206431 $*+
3()-<%(66. 23C47>2 ;C09 )&$ D431C 249:612（(& ;7Q1< 2:032 0; 803162，94CG132，C127<1>3 5@76<7>B2，802:73462，2@5D4L
234370>2，=7>1942 4>< 234<7@92），D738 4 <131=370> C431 0; (%,*&- D738 87B8123 43 381 2@5D4L 234370>2（’%,)’-），
D87=8 D1C1 27B>7;7=4>36L 87B81C 384> C1:431< 7> 381 6731C43@C1 7> 3872 =0@>3CL 4>< 45C04<, ;1+3&-"#1+" E79:67;71<
91380<2 D1C1 1234567281< ;0C =@63@C7>B，7206437>B 4>< ?@4>37;L7>B 3()-<%(66. , /8121 91380<2 84< 511> @21< ;0C )
L14C2 30 84A1 B03 4 87B8 3()-<%(66. <131=370> C431 ;C09 381 =0067>B D431C2, /81 87B8 <131=370> C431 4>< ?@4>373L 0;
3()-<%(66. 7> =0067>B D431C2 0; 2@5D4L 234370>2 =466 ;0C 90C1 4331>370> 30 381 ;4=3 3843 O1B70>1660272 97B83 1Q723 7>
38121 D431C2,
【<(= 512)"】 3()-<%(66.；R7C =0><7370> =0067>B D431C；E79:67;71< 91380<

自 $%&’年发现军团病以来，因其病情重和病死
率高而引起重视。目前，国外已有大量资料证实，本

菌是微生物肺炎的前三位病原之一。水是军团菌的

自然栖息地，尤其在空调冷却水和人工管道水中广

泛存在，是本病的主要传染来源［$S(］。但是，由于本

菌的培养分离方法较繁琐，故国内至今对外环境水

中军团菌的存在，仅有一些较零散的报道，且与国外

比较其检菌率明显偏低［+S%］。

从简化方法入手，对 $%%& T $%%%年上海市卢湾
区及其邻近地区各种建筑物中的空调冷却水，进行
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了历经 )年的观察研究，获得很高的军团菌检出率，
为我国军团病流行病学研究提供了一定的基础资

料，并向同行推荐所获方法。

材料与方法

一、水样采集

于 $%%&年 &月至 $%%%年 ’月，选取 $+家大宾
馆，$+ 家大商场或大商店，( 座商住大楼，( 所大医
院，) 个地铁站，’ 家电影院和体育场馆共 (& 个单
位，以灭菌玻瓶总计采集空调冷却水 )&$ 件，每件
+.. 96。立即送实验室当日检验。
二、水样处理和检验

将水样摇匀后静置 $+ 97>，取 (.. 96水用装有
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! "##!$孔径滤膜的针筒滤器（上海医药工业研究
院生产）将水过滤。然后取下滤膜并剪碎，与 % $&
原水样混合并振荡 ’ ( % $)*；再从中取 + $&水与等
量 ,- #"!的! "!+ $.& / 0 的盐酸液混合，静置 % (
+! $)*后用! "!’ $.& / 0的氢氧化钾液（约! "# $&）中
和至 ,- 约 1 "2作酸处理。最后取 ! "+ $& 接种于
3456琼脂（在 7689"琼脂基础上，加入甘氨酸、万
古霉素、多粘菌素 7和放线菌酮）平板上，用三角环
推干后放入烛缸中，’1:孵育 ’ ( 1 ; 观察结果，挑
取可疑菌落作鉴定。

三、军团菌的鉴定和保存

+ "初步鉴定：凡菌落形态符合，血平板上不生长
者，可初步认定为军团菌。再辅以革兰氏染色涂片

镜检和血清分型。

# "最终鉴定：本文所获全部军团菌株均经各项
军团菌表型鉴定项目认定［#，+!］。

’ "菌株保存：全部菌株均保存于含 +%<甘油不
含炭粉和琼脂的 7689"液体培养基管中，放 = ’!:
可保存两年以上。

以上方法中的简化要点是：采用简易小包装军

团菌培养基和成套试剂（上海奥普生物科技公司生

产）［+!］；用烛缸代替 6># 培养箱；和仅依据菌落形态

与在血琼脂上生长与否即可初判军团菌。

四、水样中军团菌数的定量法

定量公式：每 $&水样中的军团菌数 ?平板上的
军团菌菌落数 @（A!! @ % @ #" # B ! "% B ! "+）? 平板
上菌落数 @ +"C#。
括号中的内容表达为在水样检验过程中，每 $&

水中军团菌被稀释倍数，即 A!! $&水经滤膜后又被
% $&水稀释（ @ %），再按 + $&水样被 + $&酸液和! "#
$&碱液稀释（ @ #"#）；及补偿原水中军团菌数受酸
作用后菌数的下降（ B !"%），以及接种琼脂平板时仅
用! "+ $&（ B !"+）。

结 果

一、卢湾区空调冷却水中军团菌检出情况

可见在总计 ’D+ 件水样中有 +C% 件检出军团
菌，其检出率达A2 "CD<。其中地铁站的检出率高达
12 "’1<（表 +）。
二、水样中军团菌活菌数的测定

+ "卢湾区空调冷却水样中军团菌活菌数的定量
测定：比较不同场所阳性水样的军团菌浓度，仍是地

铁站的活军团菌数最高（表 #）。
# "三种培养条件下空调冷却水标本中，军团菌

的检出和活菌数的测定见表 ’。在 ’<6># 培养箱、

烛缸和密封的普通玻璃缸等 ’ 种培养条件下，’1:
培养的 %!件水样中有 #’ 件（A!<）检出了军团菌，
且其活军团菌数的测定也无明显差别，说明采用烛

缸等简便方法培养军团菌标本是可行的。

三、军团菌的鉴定

通过初步鉴定的 +2! 株军团菌（在 +C% 件阳性
水样中有 %件同时分离出两种血清型菌），又分别作
了氧化酶、触酶、马尿酸盐水解、明胶液化、产棕色色

素、胞内荧光、#E内酰胺酶和无半胱氨酸 7689"琼脂
等各项试验，结果均符合军团菌的鉴定标准。各菌

株的血清分型情况为：嗜肺军团菌血清 +型 +D%株
（2# "+!<），’型 +株（! "%’<），1型 1株（’ "+1<），米
克戴德型 +株（! "%’<）和不能分型 D株（’ "1C<）。

讨 论

我们从 ’D+件空调冷却水样中的 +C%件检出军
团菌，检出率达A2 "CD<，这证明了所用的方法有很
好的培养分离效果，而且稳定可靠。与国外空调水

军团菌检出率一般在 ’!< ( %!<的结果相近［+EA］；
这与国内近 #!年来军团菌检出率明显偏低的事实
相比较［%E2］，不能不说是一个明显的进步。本文参

表! 上海市卢湾区空调冷却水中军团菌检出情况

采样时间
（+）
宾馆
（+%家）

（#）
商场
（+%家）

（’）
商住楼
（A座）

（A）
医院
（A所）

（%）
地铁站
（’个）

（1）
文体场所
（1家）

（D）
合计

（检出率<）

+22D年 D ( +#月 #! / A%! +% / ’# +’ / +D C / +A +C / #’ % / +! D2 / +A+（%1 "!’）
+22C年 + ( +#月 #C / %# +’ / A% ++ / #’ +’ / #A #+ / ’+ ++ / ’A 2D / #!2（A1 "A+）
+222年 + ( 1月 # / A ! / + + / # + / A A / C + / # 2 / #+（A# "C1）
合计（检出率<） %! / +!+（A2 "%+） #C / DC（’% "2!） #% / A#（%2 "%#） ## / A#（%# "’C） A’ / 1#（12 "’1） +D / A1（’1 "21） +C% / ’D+（A2 "CD）

! 分母为检验水样数，分子为分离出军团菌的水样数；（%）F（+）$
# ? 1 "+C，! G !"!%；（%）F（#）、（1）、（D）$

# ? +% "AD、++ "#A、C "!2，! G !"!+
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表! 上海市卢湾区不同场所阳性空调冷却水样中
军团菌活菌数的定量测定结果

每 !"水样
中的军
团菌数

宾馆
（#$家）

商场
（#$家）

商住
楼
（%座）
医院
（%所）
地铁
站
（&个）

文体
场所
（’家）

总阳性
水样数
（构成比(）

) #* #+ #, - . #, $ ’&（&% /*$）
#* 0 .. ,. ## #% . #+ . -.（%- /##）
#** 0 %.. & $ & % . , ,’（#% /*$）
$** 0 ... # * * * % # ’（& /,$）
1 # *** * * * * # * #（* /$%）
总水样数 $* ,- ,$ ,, %& #+ #-$（#**/**）

表" $*件空调冷却水标本中 &种培养条件下
军团菌的检出和定量

每 !"水样中
军团菌活菌数

23,培养箱
（含 &(23,）

&’4培养
烛缸

普 通
玻璃缸

) #* . - #*
#* 0 .. #, #% ##
#** 0 %.. , # #
$** 0 ... * * *
阳性水样数 ,& ,& ,,
三法共同阴性水样数 ,+ ,+ ,+

考前方法［-］，并作了简化和定量的研究。此法不仅

效果好，而且比国外方法简便，培养基的配制也简

单，省略了价格昂贵且使用钢瓶麻烦的 23,培养箱，

尤其是仅根据菌落形态和在血琼脂上的生长与否即

可初判军团菌（本文 #.*株通过初判的菌，其最终鉴
定证明无一株菌错判）等均显著简化了操作。这些

使本法较适合于防病和临床实验室，有利于我国军

团病防治工作的开展。而水标本军团菌定量方法的

建立，有助于军团病流行病学研究工作，国内尚未见

到报道。在设计公式时，因国外资料［##］和我们的实

验均证明酸处理本身确能降低水标本中军团菌的活

菌数，故在公式中采取了补偿措施。

在 #..*年，美国制热制冷和空调工程师协会年
会上提出，可根据空调冷却水中军团菌的含量，来评

估军团病发病和爆发流行的危险，认为水中军团菌

活菌数超过# ***个 5 !" 时，就应立即采取控制措
施［#,］。从本文表 ,的结果看，黄坡南路地铁站有一
件标本菌浓度超过# ***个 5 !"，且地铁总体军团菌
含量较其他场所为高，应引起有关方面注意。但是，

从预防军团病的角度，目前国外的注意力集中在如

何从空调水和人工管道水存在的大量军团菌中，鉴

别出对人体有危险性的菌株上［#&］。虽然，环境水中

大量的军团菌对健康人多为无毒或低毒菌，然而对

于免疫力低下甚至缺乏的人群例如白血病等恶性肿

瘤患者、肾功能衰竭者以及其他患种种慢性消耗性

疾病使身体极端衰弱者等，这些菌也仍然是危险的。

而且研究证明了军团菌可通过种种因素进一步增强

毒力，最终可能危及健康人造成爆发流行。例如通

过在原虫中的繁殖（而这种原虫在空调冷却塔及人

工管道水中不仅广泛存在，而且是其保存宿主）［#%］。

为此，国外对环境水中军团菌危险性的监测工作正

在进行，如采用单克隆抗体和某些分子生物学方法

对水中军团菌作进一步分型，以试图鉴别出具有毒

力的菌株，并在必要时采取相应的预防性对策。如

通过提高封闭水体的温度或加消毒剂等来消除或降

低军团菌浓度等［#$］，这也为我们今后的研究方向提

供了参考。
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