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军团菌检测方法概述
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!!!摘要"!军团菌"/0-(+,0FF'$是一种革兰阴性致病菌#广泛存在于天然淡水环境和人工水系中#并引起人呼吸道急性感

染#可作为生物战剂使用% 目前已知军团菌有 OY 个种#? 个亚群#R9 多种血清型#与人类疾病相关的有 34 种#嗜肺军团菌"KN

A,083+A<(F'#K1$是引起军团菌肺炎的主要病原菌% 由于军团菌病暴发范围广#严重威胁人类健康#因此越来越受到人们的关

注% 本文就目前军团菌检测方法作一综述#主要包括细菌培养法*免疫学方法和分子生物学方法%
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!!军团菌"/0-(+,0FF'$是引起军团菌病的重要病

原体#广泛存在于天然淡水环境和人工水系中#能引

起人呼吸道急性感染#可作为生物战剂使用(8C3)

% 目

前已知军团菌有 OY 个种#? 个亚群#R9 多个血清型#

与人类疾病相关的有 34 种#是引起军团菌肺炎的主

要病原菌(?C4)

% F9W军团菌肺炎是由嗜肺军团菌

"KNA,083+A<(F'#K1$引起(O)

% 8FRR 年# H"6#%A等

从 4 例死者肺组织中分离出军团菌#发现是一种新

的革兰阴性杆菌%

军团菌病首次爆发是发生在 8FR= 年美国费城#

338 人发病#?4 人死亡(=CY)

% 随后欧洲*澳洲等不同

国家和地区相继发现军团菌病例报告(FC89)

#我国于

8FY3 年在南京地区首次发现军团菌病病例(88)

% 近

年来#军团菌病在世界各地时有局部暴发及散发病

例#受到各国政府和卫生部门的高度重视% 快速*准

确地确定病原体是控制该疾病的关键(83)

#本文就目

前常用的军团菌检测方法作一简要综述#主要包括

细菌培养法*免疫学方法和分子生物学方法(8?C84)

%

>?细菌培养法

细菌培养法即分离培养法#是实验室诊断和流

行病学调查中确定军团菌感染的+金标准,#特异性

为 899W#敏感性为 O9W XY9W

(8O)

% 军团菌属为挑

剔型细菌#需要营养丰富的培养基#在含 #C酮戊二

酸*KC半胱氨酸和三价铁离子的 20]ZC#培养基上

基金项目# 江 苏 省 科 技 支 撑 计 划 "社 会 发 展 $ 项 目

"2Z3983=9F $' 国家重大传染病 专 项 课 题

"398?mS89994C89?*398?mS89994C38Y$'全军医

学科技青年培育项目"8?nD1O8$'南京军区重点

课题"89m9?Y*88m949$'全军后勤科研+十二五,

重大项目"J̀ 5880998*J̀ 588099F$

作者单位# 389993 江苏南京#南京军区疾病预防控制中心

通讯作者# 王长军#ZC+#&*&/"&A,"A399Y[7'@+#&*N"'+

生长良好#菌落一般呈灰白色*紫色*蓝色或绿色#而

在普通血平板*普通琼脂*巧克力琼脂上不生长% 培

养法可对各种生物样品*环境样品进行检测% 经过

预处理后的样品立即接种于 a_10选择性培养基

上#置于 OW0d

3

*"?O \8$c孵育箱或烛缸中# 3 X?

%后#观察菌落形态*色素*自发荧光% 挑取疑似菌

落#分别接种 20]ZC

!

琼脂平板和 20]ZC0-/琼脂

平板上#在 20]ZC#培养基上生长#而在 20]ZC0-/

培养基上不生长的菌落即可初步判断为军团菌#再

做血清凝集试验和基因分型鉴定% 军团菌喜爱潮湿

环境#培养湿度不低于 Y9W#在标本处理过程中避

免含D#

r缓冲剂#以免抑制其生长%

培养法的缺点是&易受标本采集质量*操作技术

的影响#阳性率不一致'费时较长#约 R X89 %'培养

基不易制作#价格较贵#对于进行环境中军团菌的样

本量较大的分布调查#其应用受到很大的限制%

@?免疫学方法

@N>?免疫血清学检测?3OW X49W的军团菌患者

在首次症状 8 周后产生抗体#早期主要是特异性

V<H抗体#为早期诊断的指标'而血清 V<a抗体出现

晚#持续存在时间长#不能用于对疾病的早期诊断#

可用于回顾性诊断和军团菌病的流行病学回顾性调

查% 检测患者血清中抗军团菌V<H及V<a抗体是检

测军团菌感染的临床常用手段#可以做出特异性诊

断#敏感性为 R9W XY9W

(8=)

% 常用的检测方法有&

间接血凝试验 "VUJ$*间接免疫荧光抗体试验

"VEJ$*微量凝集试验"HJ>$*酶联免疫吸附试验

"ZKV5J$*6'@CZKV5J*试管凝集试验">J>$方法等%

军团菌抗体检测中#双份血清"即急性期和恢复期

血清$抗体效价呈 4 倍增长% 实测血清效价时#
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间接荧光法达 8t83Y 或以上% 微量凝聚试验达

8t?3或以上% 试管凝集试验达 8t?39 或以上才有

诊断意义%

VUJ可诊断嗜肺军团菌血清 8 X4 型的抗体%

VEJ是最早用于嗜肺军团菌抗体检测的血清学方

法#8FRR 年由美国疾病预防与控制中心建立#该方

法抗体滴度达到可用以诊断的水平较晚#且有假阳

性结果% ZKV5J法检测患者血清中嗜肺军团菌 V<a

总抗体#其结果判定更加客观*精确(8RC8Y)

#可用于回

顾性诊断和军团菌感染的流行病学回顾性调查%

6'@CZKV5J方法检测军团菌抗体的灵敏度不高#有

交叉反应而导致假阳性结果的产生% HJ>方法简

便#对军团菌病可早期诊断#能检测出血清中相应

V<H抗体#其特异性为 FRW XFFW#敏感性为 Y9W%

6&A%A$A, 等(8F) 研究发现 V<H VEJ# V<a VEJ# V<a

ZKV5J方法诊断价值低#不适用于诊断#而 V<H

ZKV5J# V<HC(*)/CV<aZKV5J特异性和敏感性都较

高#可用于诊断%

免疫血清学方法容易掌握#检测结果可靠#但也

存在许多缺点&39W X?9W的军团菌肺炎患者其抗

体滴度并不升高'与其他病原微生物存在交叉反应'

部分患者在发病几年后仍可检出军团菌抗体#所以

测定单份血清中抗体滴度难以断定是现症还是既往

感染%

@N@?抗原检测?

@N@N>?直接免疫荧光法"6EJ$!用荧光标记的抗

体作用于患者呼吸道分泌物等标本#于显微镜下检

查具特异荧光的抗原抗体复合物% 6EJ检测法具

有快速* 特异性高的优点#主要用于检测嗜肺军团

菌#对非嗜肺菌株的检测较少% 缺点是 6EJ检测法

敏感性低#且与其他革兰阴性杆菌*铜绿假单胞菌和

大肠杆菌有交叉反应#当标本中军团菌数量较少或

病原菌为荧光抗血清未包括的新种"型$时#结果常

为阴性%

@N@N@?尿军团菌抗原检测!尿中军团菌抗原在有

症状后 8%就可检出#并持续几天或几周% 尿抗原检

测原理是检测军团菌细胞壁上的具有热稳定性的脂

多糖#主要应用于非典型肺炎患者% 主要的检测方

法有&放射免疫检测法 "PVJ$*酶免疫检测法

"ZVJ$*免疫层析检测法"V0>$等#这些检测方法主

要用于检测嗜肺军团菌 8 型"K(8$% 目前许多公司

生产嗜肺军团菌尿抗原检测试剂盒#主要有 HA$&%&C

#, >PlKA<&',A**#*2&,#GDd̀ V0>*2&,#GZVJ*2#$C

@A*/ZVJ* 2&'@A/@ZVJ等% 2$)&, 等(39) 对 HA$&%&#,

>PlKA<&',A**#这种新的检测试剂盒进行了评价研

究#结果显示其在检测嗜肺军团菌 8 型"K(8 型$患

者的尿标本时#敏感性 R?W#特异性 899W#如果延

长温育时间到 =9 +&,#敏感性可达 Y8W% a)A$$A$'

等(38)通过比较 2#$@A*/ZVJ#2&'@A/@ZVJ#2&,#GDd̀

V0>三种试剂盒的敏感性#发现检测未浓缩尿标本

时#2#$@A*/ZVJ#2&'@A/@ZVJ检测敏感性 "分别为

R8i?W*=ON8W$明显高于 2&,#GDd̀ V0>"?RW#!

M9i98$% 浓缩后的尿标本#三种检测试剂盒敏感

性无明显差异%

多数研究发现#试剂盒检测敏感性受以下因素

影响&尿标本本采集时间*感染严重程度*尿液是否

经浓缩或冷冻*是否已经抗生素治疗等%

尿抗原检测具有诸多优点&在军团菌病患者的

尿中抗原出现早#该检测方法可为早期诊断治疗提

供依据'简便*快速*特异性高*操作简单'标本容易

获得#对患者没有创伤% 缺点是&对除K(8 型以外的

其他型检测敏感性很低#且检测试剂盒昂贵#不利于

推广应用%

@N@NA?水中军团菌抗原的检测!水中军团菌抗原

检测有专有试剂盒 2&,#GZk)#@A>H#用于检测水中

的K(8% K)";等(33)对该试剂盒进行研究评价#发现

其最低检测限为 8999 "B):+*#且无法检测 K(3 X

K(84 型的军团菌% 军团菌抗原检测试剂盒的检测

敏感性偏低#但其快速*操作简便的优势使其在对检

测水样军团菌污染时具有一定的应用价值%

@N@NB?免疫传感器技术!免疫传感器是由偶联抗

原:抗体分子的生物敏感膜与信号转换器组成的#为

基于抗原抗体特异性免疫反应的一种生物传感器%

由于蛋白质分子携带有大量电荷*发色基团等#当抗

原抗体结合时#会产生电学*光学*化学等变化#通过

适当传感器可检测到这些参数% 1#$@7)&/'@等(3?)利

用该技术检测水样#检测限达 ?4 0El:K#重复性好#

适合江河自然水环境军团菌污染监测%

A?分子生物学方法

根据军团菌核苷酸序列设计引物或探针#进行

扩增或杂交试验来诊断军团菌% 目前应用的特异性

片段包括 8=5$PDJ#O5$PDJ#+&( 基因#3?5 XO5 间

区等%

AN>?核酸探针技术?根据军团菌核酸序列合成一

段寡核苷酸并用其作为探针进行标记% 探针与待测

标本中的核酸杂交#以鉴定标本中有无军团菌感染%

该方法直接使探针与细菌基因组作用#无需提取核

酸#具有快速*高敏感性和特异性的特点#并且可以

提供微生物群落结构信息(34)

%
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AN@?常规10P?目前常用于检测的特异性片段包

括 8=5$PDJ#O5$PDJ#+&( 基因#3?5 XO5 区间等%

方法简便#快速*特异性较高#但敏感性较差#特别是

对于临床痰液标本#由于军团菌量较少#易出现假阴

性结果% 07#,<等(3O) 综合使用叠氮溴化乙锭

"ZHJ$和 10P结合的检测方法#既可用于检测水

环境是否存在活的军团菌#亦可评价水消毒效果%

ANA?巢式10P",A/@A% 10P#?选用两对引物先后

进行两次扩增#后一次10P扩增引物互补于前一次

10P扩增序列的内侧#可提高检测的敏感性% a&,C

AI$#等(3=)应用套式 10P检测 =? 例标本#敏感性达

到 F9NOW#显示了套式 10P检测军团菌的高敏感

性%

ANB?多重 10P"+)*@&( *AG10P#?多重 10P是在

同一反应体系中加入两对或多对特异性核酸引物#

同时扩增出一条以上6DJ片段% 王中民等(3R)设计

两对引物#分别扩增军团菌的 8=5 $PDJ和 H&( 基

因#检测环境水样军团菌#其灵敏度为 ONY f89

3

"B):

+*% 邱琼等(3Y)设计的双重 10P扩增临床标本#其

最小检出限为 39 "B):+*#不仅能够检测嗜肺军团

菌#而且能够检测非嗜肺的军团菌#克服了单一引物

应用时的不足#检测简便*快捷#具有很高的特异性

和敏感性%

AND ?实时荧光定量 10P"$A#*C@&+Ak)#,@&@#@&IA

10P!P>C10P#?该法是针对特异片段设计一对引

物和一条探针#通过连续监测荧光信号强弱的变化

来即时测定特异性产物的量#并推断目的基因的初

始量#具有定性和定量的优点% 该法特异性强*速度

快*无需电泳% 6&A%A$A,等(3F)用荧光定量10P方法

检测 =Y 例患者临床血清标本#分别针对 O5 $PDJ*

+&( 和 8=5 $PDJ进行检测#结果阳性率分别为

O4i4W*O3NFW*?9NFW% E#$% 等(?9)建立实时荧光

定量10P法检测 3=3 例重症军团菌肺炎患者呼吸

道标本#结果敏感性 899W#特异性为 F=NFW% '̂*-

等(?8)用荧光定量 10P方法对 F3 份热水系统进行

检测#R= 份是阳性%

ANR?核酸分型鉴别 ?军团菌的分型对军团菌流行

病学研究和军团菌病病因诊断与治疗有重要意义%

核酸分型主要有扩增片段长度多态性分型"JEK1$*

10PC酶切分型等%

JEK1由一个简单的限制性连接反应和10P扩

增两步组成#通过凝胶检测基因组6DJ限制性片段

长度多态性% 该方法快速*有效#而且对人体或环境

中分离的嗜肺军团菌分型有良好的可重复性% 胡朝

晖等(?3)对广东地区分离的 48 株嗜肺军团菌和 3 株

标准嗜肺军团菌"J>00C??8O?#??8O4$作了 JEK1

基因分型#可分为 8Y 个群#?? 个基因型% JEK1基

因分型对于军团菌病分子流行病学调查具有重要意

义#但只适合嗜肺军团菌#不能对其他军团菌进行分

型鉴定%

10PC酶切分型&该方法通过对军团菌特异性基

因片段进行10PC酶切来检测军团菌#具有仪器设备

要求简单*灵敏度高等优点% m7#, 等(??)发现在军

团菌 8=5 $PDJ<A,A?Y= .(片段有 8 个嗜肺军团菌

特有的U(-0U4

'

核酸内切酶位点#可鉴别嗜肺军

团菌和非嗜肺军团菌'对 ? 家省级医院 89=3 例呼吸

道感染患者痰液标本作临床观察#并通过基因测序

作验证试验#军团菌阳性检出率分别为?N=OW*

RNR8W*YNFOW#表明我国临床肺部感染患者#确实

存在不少军团菌感染病例#应引起足够的重视%

ANU?环介导等温扩增"*''(C+A%&#@A% &/'@7A$+#*#+C

(*&B&"#@&',!KJH1#?该技术是针对靶基因的 = 个区

域设计 4 种特异引物#利用一种链置换型6DJ聚合

酶在恒温 =O c左右保温几十分钟后快速进行核酸

扩增的方法#具有快速*简便*特异性好*灵敏度高*

成本低等优点% K) 等(?4)用该法设计两套 KJH1引

物成功检测军团菌#并且能够区分嗜肺军团菌与非

嗜肺军团菌#特异性 899W#两套 KJH1引物敏感性

分别为 F8NOFW和 F?N??W%

B?小?结

军团菌病在国内外时有暴发流行#我国对于军

团菌的研究还比较薄弱#特别是对军团菌病的诊断#

至今还没有一种得到国家食品药品监督管理局"5EC

6J$批文的诊断试剂% 细菌培养作为金标准#技术

难度大#耗时长'直接荧光抗体法*尿抗原测定诊断

试剂大多依赖进口#价格昂贵'基因诊断方法简便*

快速#但是目前国内医院运用甚少% 鉴于我国确实

存在不少军团菌感染病例#希望卫生部门重视对军

团菌病诊断技术的研究#提高我国军团菌病的诊断

水平%
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(=)!H"6#%A ẐNKA<&',,#&$A/%&/A#/A( )̂NDATZ,< ĤA%#8FRR#3F
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