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За более чем тридцатипятилетний
период, прошедший с момента

первой вспышки легионеллеза, кри�
терии оценки эпидемической безо�
пасности различных объектов окру�
жающей среды претерпели сущест�
венные изменения. В связи с нерав�
нозначностью различных искус�
ственных водных систем как потен�
циального источника возбудителя, а
также в связи с постоянно увеличи�
вающейся прослойкой в человечес�
кой популяции лиц с различного ро�
да иммунодефицитами, в настоящее
время требования эпидемической
безопасности в отношении легио�
нелл дифференцированы по типам
объектов и ужесточены. Если до не�
давнего времени предельно допус�
тимый порог легионелл в воде раз�
личных объектов составлял 104
КОЕ/л [3, 4], то сейчас в отечествен�
ной нормативной базе для систем
горячего и холодного водоснабже�
ния порог эпидемической опасности
определен в 103 КОЕ/л, а системы
водоснабжения лечебно�профилак�
тических учреждений вообще не
должны их содержать [6]. 

Общие принципы выделения и
оценки количества  бактерий рода
Legionella в пробах из объектов окру�
жающей среды нашли отражение в
стандартах ISO 11731:1998 «Качество
воды � Обнаружение и количествен�
ный учет Legionella» и ISO 11731�
2:2004 «Качество воды � Обнаружение
и количественный учет Legionella �
Часть 2: Метод прямой мембранной
фильтрации для вод с низким количе�
ством микроорганизмов». В отечест�
венной нормативной базе данную об�
ласть деятельности регламентируют
МУК 4.2.2217�07 «Выявление бакте�
рий Legionella pneumophila в объектах
окружающей среды».

Материалы и методы

В работе использованы результа�
ты, полученные при исследовании
проб питьевой, природной воды, а

также воды технологических циклов
различных предприятий.

Пробы были исследованы согласно
методикам, представленным в ISO
11731:1998 «Качество воды � Обнару�
жение и количественный учет
Legionella», ISO 11731�2:2004 «Качест�
во воды � Обнаружение и количествен�
ный учет Legionella � Часть 2: Метод
прямой мембранной фильтрации для
вод с низким количеством микроорга�
низмов» и МУК 4.2.2217�07 «Выявле�
ние бактерий Legionella pneumophila в
объектах окружающей среды».

Часть проб была исследована дву�
мя методами ISO 11731�2:2004 и МУК
4.2.2217�07.

При исследовании влияния мемб�
ранных фильтров (МФ) на ростовые
свойства BCYE�среды c селективной
добавкой GVPC была использована
методика определения % всхожести,
изложенная в [5].

В качестве эталонных культур бы�
ли использованы L.pneumophila ATCC
33152 и E.cloacae 22817 из рабочей
коллекции эталонных культур ОБМА
ЗАО «РОСА».

Полученные результаты

За период с конца 2007 по сен�
тябрь 2012 года в отделе биологичес�
ких методов анализа ЗАО «РОСА» бы�
ло исследовано 543 пробы вод раз�
ных типов, 91 из которых (16.8%) со�
держали один или несколько сероти�
пов L.pneumophila (таблица 1).

Доминирующим серотипом являл�
ся L.pneumophila 1. В виде моносеро�
типа он выделялся из 66% положи�
тельных проб. Представители серо�
группы L.pneumophila 2�14 выделялись
из 18% проб, а из 16% положительных
проб одновременно выделялись
L.pneumophila 1 и L. pneumophila 2�14.

Таким образом, наиболее значи�
мый в эпидемиологическом плане се�
ротип суммарно выделялся из 82%
положительных проб.

В пробах воды из градирен преоб�
ладал серотип 1, что перекликается с
данными, представленными в работе
[7], или его сочетание с легионелла�
ми серогруппы 2�14. Этот же серотип
преобладал и в пробах воды из объек�
тов, подключенных к централизован�
ному водоснабжению. Примечатель�
но, что несколько серотипов из одной
пробы выделялись в основном из во�
ды градирен или элементов системы
охлаждения, связанных с градирня�
ми, что свидетельствует о важной
эпидемической значимости этого ти�
па объектов.

В структуре положительных проб
50 являлись водой централизованно�
го водоснабжения (в основном из ду�
шевых установок (92%), 1 проба �
природной воды и 40 были пробами
технической воды различных техно�
логических циклов предприятий. 

Диапазон значений количества
легионелл в пробах воды централизо�
ванного водоснабжения находился в
пределах 1�8100 КОЕ/л (в среднем
1200 КОЕ/л). В 30% проб питьевой во�
ды уровень легионелл превысил но�
вый эпидемически значимый уро�
вень, рекомендованный [6].  

В пробах технической воды диапа�
зон значений количества легионелл
колебался от 1 до 1300000 КОЕ/л (в
среднем 130000 КОЕ/л). В 17 пробах
(41% от общего числа положительных
проб технической воды) уровень кон�
таминации легионеллами превысил
эпидемический порог в 10000 КОЕ/л.

Что важнее: методика или объект? 
Выделение легионелл из воды 
 необходимость

дифференцированного подхода

Анализ результатов исследования 543 проб воды различных
типов на наличие и количественное содержание легионелл, полу�
ченных за пять лет работы, выявил прямую зависимость резуль�
тата исследования от сочетания целого ряда независимых фак�
торов. На эффективность выделения легионелл помимо селек�
тивности и специфичности самих методик исследования, зави�
сящих, прежде всего, от способа пробоподготовки, оказывают
влияние такие параметры самого объекта исследования, как об�
щий уровень контаминации посторонней флорой,  соотношение
уровней содержания легионелл и нецелевой флоры, а также ви�
довой состав биоценоза объекта.

Объект Серотипы L. pneumophila

1 2�14 1+(2�14)

Питьевая вода 46 3 1

Градирни и объекты, связанные с градирнями 11 6 14
градирнями

Прочие пробы технической воды 3 6 0

Природная вода 0 1 0

Всего 60 16 15

Таблица 1. Распределение серотипов L.pneumophila по объектам выделе�
ния в структуре положительных проб
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14 из них были пробами воды из гра�
дирен или элементов системы охлаж�
дения, связанных с градирнями. Гра�
дирни также были основным объек�
том выделения легионелл в структуре
положительных проб технической во�
ды (76%). О важной эпидемической
значимости этого объекта свидетель�
ствует еще и тот факт, что половина
исследованных проб воды из гради�
рен содержала легионеллы, тогда как
в пробах технической воды из других
объектов легионеллы выделялись
только из 10% проб. Полученные на�
ми результаты по контаминации леги�
онеллами различных технологических
объектов предприятий несколько ни�
же результатов, приведенных в [8].

При анализе структуры отрица�
тельных проб была выявлена доста�
точно большая доля проб (27%), ре�
зультат которых следует считать ус�
ловно�отрицательным (таблица 2).

В 123 пробах из 329 отрицатель�
ных (23% из всех исследованных
проб), результат был определен как
значение <n КОЕ/л, где n � минималь�
ное количество легионелл, которое
может быть определено в исследо�
ванном объеме. Данное значение оп�
ределялось максимальным исследо�
ванным объемом пробы. В подавляю�
щем большинстве (82%) таких услов�
но отрицательных проб результат
составлял от <2 до <100 КОЕ/л. При�
чина выдачи такого результата заклю�
чалась либо в невозможности учета
посева одного из объемов пробы из�
за плесневого или другого посторон�
него роста, либо в методических осо�
бенностях исследования (при стан�
дартном исполнении методики [4]
для анализа проб технической воды
исследовался объем концентрата, эк�
вивалентный 10 мл исходной пробы).  

Однако в 13% проб от числа ус�
ловно отрицательных (3% от всех
исследованных) было невозможно
исследовать более 1 мл пробы
(<1000 КОЕ/л), а в 5% (1,2%) более
0,1 мл (<10000 КОЕ/л). Причина за�
ключалась в высокой контаминации
образцов посторонней нецелевой
флорой.

21 проба из числа положительных
была исследована двумя методами,
[4] и [2], и только в 9 случаях числовое
значение результата было получено
обоими методами одновременно
(таблица 3). В трех случаях метод [4]
оказался недостаточно чувствитель�
ным. В четырех ситуациях при высо�
ких уровнях контаминации проб целе�
выми микроорганизмами результат
также был получен методом [2], нес�
мотря на его меньшую селективность.
Причина заключается в большей гиб�
кости и простоте исполнения, что
позволяет параллельно исследовать
большой диапазон объемов пробы: от

нормируемого до самого маленького.
Методом [4] в данной ситуации также
можно получить числовой результат,
однако для этого требуется исследо�
вание нескольких разведений концен�
трата, что более трудоемко и требует
большого расхода среды. В четырех
случаях несостоятельным оказался
метод [2], вследствие более низкой
ингибирующей активности. Такая си�
туация как правило наблюдается в
случаях массивной контаминации
пробы нецелевой флорой. В тех же 9
пробах, где числовое значение ре�
зультата было получено обоими мето�
дами, результаты, полученные на МФ
[2], в среднем в 7 (0,6�30) раз были
выше результатов, полученных аль�
тернативным методом [4].

Обсуждение результатов

Полученные результаты свиде�
тельствуют о том, что существующие
методики выделения легионелл из
объектов окружающей среды, осно�
ванные на культуральном методе, не
всегда позволяют достоверно опре�
делить наличие легионелл в объекте и
оценить реальные уровни контамина�
ции этими микроорганизмами. Па�
раллельное исследование образцов
разными методами продемонстриро�
вало их различную чувствительность
и селективность.  

На наш взгляд, разная эффектив�
ность методик в тех или иных случаях
была предопределена различиями в
способах подготовки материала для
исследования. 

Для концентрирования проб [1] в
качестве равноценных методов рас�
сматривает мембранную фильтрацию

или центрифугирование. Последнее
предпочтительнее при концентриро�
вании проб мутных, окрашенных или
содержащих взвеси. После концент�
рирования пробы на фильтре матери�
ал смывают с МФ, а смыв исследуют.
Метод [4] подразумевает двухэтап�
ное концентрирование сначала мемб�
ранной фильтрацией с последующей
отмывкой МФ (как по [1]), затем цент�
рифугированием элюата. Такой спо�
соб подготовки позволяет достичь
более высокой степени концентрации
пробы.

Основные потери на этом этапе
пробоподготовки, снижающие чув�
ствительность метода, происходят
при смывании концентрата пробы с
фильтра. Потери также могут возни�
кать при удалении надосадочной
жидкости после центрифугирования. 

Наши результаты, полученные ра�
нее [9] в опытах по отмывке суспен�
зий эталонных штаммов, сконцентри�
рованных на разных типах мембран,
показали, что при отмывке суспензии
L.pneumophila ATCC33152 терялось от
52 до 97% клеток, в зависимости от
типа мембраны. 

Возможно, такие результаты от�
части обусловлены особенностями
эталонной культуры или легионелл
вообще, поскольку аналогичный экс�
перимент, выполненный на модели
Enterobacter cloacae 22817, показал
более высокие результаты. 

Метод [2] отмывку фильтров не
подразумевает, т.к. концентрирова�
ние пробы выполняется вакуумной
фильтрацией через нитратцеллюлоз�
ные фильтры с диаметром пор 0,45
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Серия Среднее количество колоний % всхожести в прямом 

в прямом посеве на МФ посеве по сравнению с МФ

L.pneumophila ATCC33152

Серия 1 39 253 15%

Серия 2 34,4 123,6 28%

Enterobacter cloacae 22817

Серия 1 74,6 84,4 88%

Таблица 4. Влияние МФ на ростовые свойства BCYE среды

Результат (КОЕ/л) Исследованный объем (мл) Количество проб

н\обн 1000 329

<n <1000 123

<100 ≤10 101

<1000 ≤1 16

<10000 ≤0,1 3

<1000000 ≤0,01 3

Таблица 2. Структура результатов отрицательных проб по исследованному
объему

ИСО�2* = n ИСО�2* = n ИСО�2* = n ИСО�2* <10 ИСО�2* = уч/н

МУК**  <33 МУК** = уч/н МУК** = n МУК** = n МУК** = n

3 4 9 1 4

Таблица 3. Результативность разных методик при параллельном исследо�
вании положительных проб

* � ИСО�2 соответствует [2]; ** � МУК соответствует [4]
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мкм, которые непосредственно укла�
дываются на питательную среду.

Введение мембранного фильтра в
систему микроорганизм � селектив�
ная питательная среда существенно
снижает ее ингибирующую актив�
ность в отношении микроорганизмов,
прежде всего целевых, что в разы по�
вышает чувствительность, но снижает
селективность метода. 

Результаты, полученные на
L.pneumophila ATCC33152, продемон�
стрировали значительное повышение
ростовых свойств BCYE�среды (сни�
жение ингибирования целевых штам�
мов) при использовании мембранно�
го метода посева (таблица 4). 

Согласно [4] и [1] для селективной
деконтаминации треть подготовлен�
ной пробы подвергают термической
обработке, треть обрабатывают кис�
лотным буфером, а одну треть остав�
ляют не обработанной. [2] регламен�
тирует обработку кислотой всего кон�
центрата пробы, после чего фильтр с
концентрированной пробой отмыва�
ется от кислоты. По [1] и [4] материал
от кислоты не отмывается. Это повы�
шает селективность метода, но сни�
жает чувствительность. Дальнейшее
исследование проб идентично во
всех методиках.

Однако даже методы, обладаю�
щие высокой селективностью, в 4%
проб не позволили исследовать объ�
ем, достаточный для определения на�
личия и оценки допустимых порого�
вых значений концентрации легио�
нелл в объекте. На наш взгляд, причи�
на заключалась в недостаточной ин�
гибирующей емкости системы: се�
лективная деконтаминация + селек�
тивная питательная среда. По нашим
данным, суммарная ингибирующая
активность этой системы находилась
в диапазоне от 102 до 106 КОЕ в зави�
симости от методики и способа обра�

ботки пробы перед посевом (таблица
5). Степень ингибиции рассчитыва�
лась как соотношение расчетного
значения ОМЧ (общего микробного
числа) к фактическому общему коли�
честву колоний, выросших на селек�
тивной среде после селективной де�
контаминации концентрата пробы. 

Полученные результаты демон�
стрируют, что эффективность мето�
дики зависит не только от уровня кон�
таминации исследуемого объекта
посторонней микрофлорой и способа
обработки пробы. Это особенно за�
метно по результатам, полученным
после термической обработки пробы
(таблица 5).

Вероятно, что факторами, влияю�
щими на эффективность выделения
легионелл, являются видовой состав

биоценоза пробы, а также соотноше�
ние уровней содержания посторон�
ней микрофлоры и легионелл. Суще�
ствуют виды бактерий, практически
не чувствительные к применяемому в
методиках селективному воздей�
ствию.

Примером могут служить выде�
ленные нами устойчивый штамм
Enterobacter cloacae 22817 (см. фо�
то). Штамм Enterobacter мы исполь�
зовали как пример нецелевой флоры
в предыдущих работах по оценке вли�
яния мембранного фильтра на инги�
бирующую активность селективной
среды для выделения легионелл и оп�
ределения степени элюции бактерий
при отмывке фильтров. В этих опытах
данный штамм продемонстрировал
гораздо меньшую степень ингибиро�

№ пробы Метод V пробы способ ОМЧ 30°С ОМЧ суммарная

(объект анализа) (мл) обработки* (КОЕ/мл) расчетное фактическое степень

(КОЕ/объем) (КОЕ/объем) ингибиции

1 кондиционер [2] 10 к (мф) 1,6*105 1,6*106 4 4*105

100 к (мф) 1,6*105 1,6*107 102 105

[4] 10 т 1,6*105 1,6*106 нет роста >106

5 к 1,6*105 0,8*106 4 4*105

2 кондиционер [2] 10 к (мф) 1,2*104 1,2*105 нет роста >105

100 к (мф) 1,2*104 1,2*106 6 2*105

3 кондиционер [1] 20 т 2,6*105 5,2*106 учет невозможен <104

10 к 2,6*105 2.6*106 3 0,9*106

4 градирня [2] 10 к (мф) 890 8900 20 4,5*102

5 камера проверки [1] 20 т 1,3*106 2,6*107 учет невозможен <104

герметичности 10 к 1,3*106 1,3*107 102 105

2 т 1,3*106 2,6*106 учет невозможен <104

1 к 1,3*106 1,3*106 17 105

Таблица 5. Суммарная степень ингибиции постороннего роста (пробоподготовка + селективная среда) при опреде�
лении легионелл разными методами

* к (мф) �кислотным буфером на мембране; к � кислотным буфером; т � температурой

E.cloacae 22817 и P.aeruginosa ATCC 9027 (5 сутки; GVPC)
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вания в прямом посеве по сравнению
с эталонной культурой L.pneumophila
(таблица 3).

Выводы

Суммируя вышеизложенное, мож�
но сказать, что эффективность куль�
турального метода выделения легио�
нелл зависит от чувствительности и
селективности используемой мето�
дики, уровней контаминации посто�
ронней микрофлорой, видового со�
става биоценоза исследуемого объ�
екта, а также соотношения концент�
раций легионелл и фоновой флоры в
пробе. 

Более высокая чувствительность
метода [2], основанного на прямом
посеве МФ, по сравнению с [4] обус�
ловлена: 

� отсутствием потерь целевых
микроорганизмов на этапах отмывки
МФ и центрифугирования; 

� снижением ингибирующей ак�
тивности питательной среды за счет
введения в систему микроорганизм �
питательная среда мембранного
фильтра; 

� отмывкой сконцентрированной
на МФ пробы от кислоты после селек�
тивной деконтаминации. 

Метод [2] также является более
простым и быстрым в исполнении,
позволяет исследовать большой диа�
пазон объемов исследуемого мате�
риала и требует меньшего расхода
питательных сред.

Однако, несмотря на определен�
ные преимущества каждой из мето�
дик, ни одна из них не является уни�
версальной.

Существуют ситуации, при кото�
рых стандартные методики из�за не�
достаточной селективности не позво�

ляют выявить наличие и оценить сте�
пень контаминации объекта легио�
неллами.

Отсутствие технической возмож�
ности определения легионелл в объ�
екте требует использования других
методов контроля, например, таких
как ПЦР в режиме реального време�
ни, о высокой корреляции которого с
культуральным методом сообщается
в [8].

Кроме того, как вспомогательный
показатель можно использовать ОМЧ
30°С, предлагаемый [3]. Очевидно,
что объект � источник аэрозоля, со�
держащий высокие уровни бактери�
альной флоры, даже при отсутствии
доказательств наличия в нем легио�
нелл является эпидемически небла�
гополучным. 

Заключение

Полученные результаты свиде�
тельствуют о значительной контами�
нации легионеллами различных иску�
сственных водных объектов, включая
питаемые централизованным водо�
снабжением устройства, что делает
крайне важной задачу постоянного
мониторинга концентрации легио�
нелл в воде этих объектов.  В связи с
этим, по нашему мнению, отечест�
венную нормативно�методическую
базу крайне желательно дополнить
методом исследования на основе [2],
предусматривающим прямой посев
пробы методом мембранной фильт�
рации. 

Выбор методики исследования
должен определяться типом исследу�
емых вод и предполагаемыми уров�
нями контаминации. При исследова�
нии технических вод предприятий оп�
тимальной и целесообразной являет�

ся комбинация двух методов. При вы�
соких уровнях контаминации фоновой
флорой в качестве вспомогательного
показателя целесообразно, на наш
взгляд, использовать показатель ОМЧ
30°С. Высокие уровни контаминации
объекта посторонней флорой являют�
ся показанием для параллельного
применения альтернативных методов
исследования.
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