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摘要：

退伍軍人桿菌（Legionella pneumophila）引起退伍軍人症

（Legionnaires’ disease）為肺炎之重要病原菌，其臨床表現

不典型，用藥與一般肺炎致病菌不同，而併發症及致命性不

亞於其他致病菌，因此早期診斷並快速使用有效之抗微生物

劑對於臨床治療非常重要。目前國內對退伍軍人症之診斷多

依賴痰液或尿液抗原之檢測或血清學之抗體效價變化。痰液

或尿液抗原檢測雖可快速診斷但只限於少數血清型，而血清

學之診斷需急性期及恢復期二次效價之比較方能確立診

斷，對於病人之臨床治療緩不濟急。國內迄今無本土大規模

之退伍軍人桿菌血清型檢測，亦未建立流行病學之本土血清

學基本效價參考，因此臨床檢體培養之陽性率對於患者之診

斷及治療極為重要。國內環境檢體之培養較少問題，但臨床

檢體培養之靈敏度甚低；美國匹玆堡大學榮民聯合醫學中心

對於退伍軍人症之臨床治療及研究極具盛名，而其特殊病菌

實驗室之退伍軍人桿菌培養靈敏度高達 80%。此次赴美實習
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為期二週，觀摩臨床患者之治療，並實習環境採檢、處理及

培養，痰液及尿液之抗原檢測，血清學效價之酵素免疫法檢

測以及最重要的痰液培養：培養基之選擇、配製及品管，和

菌落的辨識、菌種之鑑別。
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正文

目的：

於匹玆堡大學榮民聯合醫學中心特殊病菌實驗室實地學習

退伍軍人桿菌之環境採檢、處理及培養，痰液及尿液之抗原

檢測，血清學檢測以及臨床檢體包括痰液之培養，培養基之

選擇、配製及品管和菌落的辨識、菌株之鑑別。

過程：

第一週：

第一天先拜訪匹玆堡大學榮民聯合醫學中心感染科主任余

博士，臨床微生物科實驗室以及特殊病菌實驗室及其他同

仁，並參觀實驗室。第二天觀摩特殊病菌實驗室環境檢體之

處理及接種，以及培養基之配置。第三天加護病房恰有退伍

軍人症社區肺炎患者，與余博士至加護病房巡視患者，其後

兩天觀摩患者痰液培養，痰液、尿液及肋膜液之抗原檢測和

血清抗體檢測。

第二週：
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與實驗室主任 Dr. Janet Stout實地採集環境檢體並觀摩其消

毒設備，並實習檢體處理及接種，實地操作抗體及抗原檢

測，配製培養基並進行品管試驗，比較本院原有培養基和實

驗室培養基之差別。
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心得：

前言：

退伍軍人症（Legionnaires’ disease）佔社區肺炎之第三、四

位，次於肺炎雙球菌及流感嗜血桿菌，亦是院內肺炎之重要

致病菌，由於一般肺炎致病菌的治療用藥對退伍軍人桿菌無

效，死亡率高達 15-30%，因此早期診斷並使用有效之抗微

生物劑對於臨床治療非常重要。

一、 退伍軍人桿菌之培養（Legionella culture）

前言：

培養為診斷退伍軍人症最確定之方法。匹玆堡大學榮

民聯合醫學中心特殊病菌實驗室之培養靈敏度高達

80%，醫師在開立相關之檢驗項目時必定包含退伍軍

人桿菌培養。

退伍軍人桿菌屬挑剔性格蘭氏陰性桿菌，培養須使用

含 yeast extract、charcoal、iron及 amino acid cysteine

之特殊培養基，培養環境為 35℃，不添加二氧化碳之
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高溼度環境。臨床檢體分為二類，一類包括肺組織、

肋膜液、支氣管沖洗液、氣管吸取液等不易取得且不

受口腔及上呼吸道常在菌污染之檢體，不論醫師是否

開立檢驗單，一律做退伍軍人菌培養，可提昇分離律；

另一類為一般痰液或氣管抽痰檢體，僅當醫師開立檢

驗單才做培養。培養基選用 BCYE（Buffered Charcoal

Yeast Extract），PAC（BCYE+Polymyxin

B+Anisomycin+cefamandol）和 PAV（BCYE+Polymyxin

B+Anisomycin+Vancomycin）。臨床微生物科使用現購

培養基；特殊病菌實驗室則自行配製，原因是品質較

佳。

操作流程：如附件一

所有檢體均先由臨床微生物科直接接接種（不經任何

處理）至 BCYE，PAC，PAV，於 35-37℃溫箱培養，

三天後觀察有無競爭性常在菌過度生長，若無則繼續

培養 7-10天，並在解剖顯微鏡下觀察；如果有競爭性
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常在菌，則將保存於 4℃冰箱之檢體轉至特殊病菌實

驗室做酸-緩衝液前處理 4分鐘（0.2M HCl-KCl,

pH2.2），再接種至 BCYE,PAC,PAV培養 7-10天。

檢體的保存與運送：

由於退伍軍人桿菌在 4℃可存活至少一週，在冷凍下

更久，因此為了避免污染菌過度滋生，檢體應於 4℃

以下運送與保存。

培養基：

匹玆堡大學榮民聯合醫學中心特殊病菌實驗室使用的

培養基有現購與自製的。不論哪一種，使用前均需做

培養基品管（medium QC），以確保退伍軍人菌可以生

長良好，且含抗生素之選擇性培養基可有效抑制其他

菌種。方法為將標準測試菌種（Legionella pneumophila,

Legionella micdadei, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Candida albicans）以無菌水調成0.5 McFarlamd

的濃度，用 0.001mL定量接種環接種至欲測試的培養

基。3天後觀察並記錄生長情形，結果應為 Legionella
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pneumophila與 Legionella micdadei菌落大小至少

1mm，Escherichia coli菌落數為 0-50個，Staphylococcus

aureus與 Candida albicans沒有生長。（如附件二）

自製培養基非使用已配好成分之 medium base，而採用

個別加入各種基本成分，包括 yeast extract（DIFCO），

agar（DIFCO），charcoal（Fisher），ACES buffer（N-

(2-acetamido)-2-aminoethanesulfonic acid；Research

Organics），α-ketoglutaric acid（Sigma），L-cysteine

monohydrochloride（Fisher），ferric pyrophosphate

（Sigma），以及 1.0N KOH用來調整 pH值。pH值須

控制在 6.85-6.95（6.9±0.05）的範圍內，須測試兩次，

autoclave前以及 autoclave後加入其它不宜 autoclave

之成分後；pH meter的測試電極，應為可測試培養基

表面 pH值之平面電極。而其 charcoal濃度較市售配

方略低，以避免過度吸附抗生素影響抑制雜菌效果。

PAV及 DGVP中皆含兩種染料：bromocresol purple
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（BCP；Fisher），bromothymol blue（BTB；Fisher），

目的可使 Legionella pneumophila呈淺綠色菌落，

Legionella micdadei呈藍色菌落，便於肉眼觀察。DGVP

培養基含有 Dye，Glycine，Vancomycin及 Polymixin；

Glycine抑制環境雜菌效果極佳，但對呼吸道常在菌無

抑制效果，因此僅做為環境評估用培養基。

菌落觀察：

退伍軍人桿菌生長緩慢，約需 3-5天才可觀察到，菌

落微突、呈圓形，具毛玻璃狀外觀。年輕菌落邊緣尚

可看見綠色、粉紅色或紫色的虹光（idridescence）。隨

著菌落老化，呈中央微白邊緣淡紫色虹光，若以接種

環挑取，呈黏稠狀（sticky）。在波長 365nm的紫外燈

下觀察，部分退伍軍人菌株會產生藍白色自發性螢光

（blue-white autofluorescence），如 Legionella

bozemannii, Legionella dumoffi, Legionella cherrii,
Legionella gormanii, Legionella tucsconesis, Legionella

anisa；某些菌株則產生紅色自發性螢光，如 Legionella
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rubrilucens, Legionella erythra。

鑑定方法：如附件三

以解剖顯微鏡（dissecting microscope）和紫外燈觀察

疑似菌落，先操作 L-cysteine需求試驗，即挑取菌落

分別接種至 BAP（blood agar plate）和 BCYE。若 BCYE

生長而 BAP不長，則近一步做免疫螢光染色，以確認

是否為退伍軍人桿菌並鑑定菌株或血清型。匹玆堡大

學榮民聯合醫學中心特殊病菌實驗室採用的免疫螢光

染色試劑（如附件四）可分為單株直接螢光分析結合

劑套組（廠牌為 Genetics Systems，含 Legionella

pneumophila所有血清型），多株直接螢光分析結合劑

套組（廠牌為 Scimedx和 m-Tech Monoclonal

Technologies，含 Legionella pneumophila單獨血清型及

1-6血清型）及多價多株間接螢光分析結合劑套組（廠

牌為 Remel，含 33種退伍軍人菌菌株型）。
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免疫螢光分析結果 鑑定

Serogroup 1-6: 陰性
Genetics: 陽性
Remel: 陽性

Legionella pneumophila，非
血清型 1-6型

Serogroup 1-6: 陰性
Genetics: 陰性
Remel: 陽性

Legionella species

所有免疫螢光分析陰性 非退伍軍人菌

二、 血清學診斷：

匹玆堡大學榮民聯合醫學中心特殊病菌實驗室利用兩

種不同酵素免疫分析法（ELISA）來偵測患者血清抗

體。一種為購買的套組試劑：Wampole Laboratories

Legionella pneumophila IgG/IgM ELISA。另一種為特

殊病菌實驗室自行製作之抗原檢測，MicroELISA。原

理相同，將退伍軍人桿菌抗原吸附在 microwell plate，

加入患者血清，使患者血中抗體與抗原結合，洗掉多

餘抗體，加上結合劑（conjugate，過氧化酉每結合抗人

類血清），洗掉多餘結合劑，再加上呈色劑，終止呈色

劑，最後經由比色測定效價。

兩種方法不同處在於Wampole試劑抗原含 Legionella
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pneumophila血清型 1-6型，同時測得 IgG及 IgM抗

體，操作時間約一小時，靈敏度及專一性不若其自配

抗原，作為初步篩檢用。自配抗原分為三種：I—

Legionella pneumophila血清型第一型（Philadelphia），

II—Legionella pneumophila血清型第二、五型（Togus,

Dallas），III—Legionella pneumophila血清型第三、四、

六型（Bloomington, Chicago, Los Angeles）。結合劑分

為兩種可分別檢測 IgG及 IgM。唯自製抗原費時，約

需 15天，檢測過程費時二天；但可提供較多訊息，包

括血清型、急性期或恢復期（IgM或 IgG），因此特殊

病菌實驗室用於Wampole測試之陽性確認及研究個

案。

三、 尿液抗原測定：

退伍軍人症患者尿中會出現專一可溶性抗原，可在感

染早期或較晚時期測得，且不受抗生素治療影響，因

此為方便理想的檢測方法。缺點為目前試劑僅能偵測
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Legionella pneumophila血清型第一型。試劑：Binax,

Legionella Urinary Antigen, EIA。

四、 環境檢測：

匹玆堡大學榮民聯合醫學中心每兩個月針對冷熱水儲

水槽（storage tank）以及特定之遠端出水口做定期檢

測，以監控醫院環境中之退伍軍人桿菌菌落數；同時

亦對銅銀離子消毒系統（copper-silver ionization unit）

進行溫度、電壓以及水中離子濃度之測試，以確保該

系統保養及運作之正常。採檢過程除實驗室人員外亦

會同管路負責人員一同前往。

1、 採集方法：

飲用水系統（potable water）直接採集 100ml以上

的水檢體；遠端出水口（水龍頭或蓮蓬頭）利用

特殊棉棒拭子（雙棉棒，內含特殊運送培養基）

採集表層生物膜（biofilm）；冷熱水儲水槽則經由

底部的引流閥（drain valve）收集開閥後立即流出
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的水以及流放 15至 30秒後的水各 10-15ml。

2、 接種方法：

接種培養基為 BCYE、DGVP及 CCVC（BCYE添

加 cephalothin, cylohexamide, vancomycin,

colistin）。飲用水檢體直接取0.1ml接種至BCYE、

DGVP、CCVC，再以 L形玻棒推勻；同時利用

0.2µm濾紙過濾濃縮後，經酸緩衝液前處理 3分

鐘後接種。棉棒拭子則須經酸緩衝液前處理 3分

鐘後接種。冷熱水儲水槽則直接取 0.1ml接種即

可。

當環境監測結果之陽性分離率大於 30%，院方則

需對供水系統進行消毒措施。（如附件五）
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建議：

一、 退伍軍人症之診斷：臨床醫師懷疑患者為非典型肺

炎，除做血清學檢查及考慮用藥外，應送檢體培養並

做痰及尿液之抗原檢驗，已提高確定診斷率。

二、 培養基可採用匹玆堡大學榮民聯合醫學中心配方，並

注意 pH值之調整。

三、 退伍軍人桿菌之培養使用特殊培養基，應建立品質管

制，以提高培養靈敏度。

四、 國內可考慮做流行病學，調查一般人之血清抗體效

價，建立本土血清學診斷之參考值。

五、 分析醫院檢驗室培養之問題，與臨床醫師配合，解決

可能造成培養陰性的情況，提高診斷率。


