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環境検体における検査
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Legionella 属菌対策

リスクの高い設備
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水系のLegionella 属菌汚染状況を把握すること



レジオネラ症 四類感染症/BSL2

Å ḞƎḑᶻ ᷅ḱḨ╫ ᴳ

；Legionella 属菌が原因で起こる感染症

Legionella  pneumophila

Å 血清型 1  ֹ ᶊᶧᵮ ᵴᶫᶪG
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ÅḘᶹᶿḝᶸḳḨᶊ ᵸ 自ᶅ由生活アメーバを宿主として細胞内に寄生
ᵶᶅ ᵶƎ 20 45 ëᶆ ᵸᶪᴳ
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医療環境におけるサンプル

Å זּ ᶱ ᵸᶪᵪᴲ ᵰ ᶍ ꞉ᶆ ᶍ ᶱ

Å ꞉ ᶆ ᶊ

Å ᶍ ᴲ᷿ḫḷᴻḠḋḑᶉᶈᶎ ḁḷḞᶆᶧᵮ ᶂᵾᶡᶍ

ᵶᵾḥḲᶽḉḴḻḛḻ ᶊ500 mL ᵸᶪᴳ
ăꜞ ᶱ ᶟ 2Ǝ5% ḉᶿ ḒḐḲᶻḨ 1ɵ/500 ּנᵧᶅ ᴳ

ᵆ ᵇᴂ ᵇᶱ ᵶᶅ ᵸᶪ

PBSᶣ ꜞ 1 2mL ᶊ ᵣ ᶂᵾḁḷḞᶱ ᶫḤḳḎḋ᷄ḁᶆ
ą ♪ᶱ ᶇᵸᶪᵲᶇᶡּס

זּ ᶱ10  CFU/ 100 mLᶊᵸᶪᵾᶠᶊ
200 L∙ ᶝᵾᶎ500 L∙ ᶇᵸᶪG



Legionella 属菌培養のための環境サンプル採取

CDC Sֻampling Procedure and Potential Sampling Sites

主な採取箇所と採取検体

カテゴリ 採取箇所 採取するサンプル

給水・給湯（末端） ֩ 1L֪ᴲḘᶹᶿḝᶸḳḨ֩ ֪

᷿ḫḷᴻ ֩ 1L֪ᴲḘᶹᶿḝᶸḳḨ֩ ֪

᷿ḫḷᴻḠḋḑ ḘᶹᶿḝᶸḳḨ֩ ֪

ᶽᶷḴᴻḇᴻ ḘᶹᶿḝᶸḳḨ֩ ֪

配管・タンク ֩ ֪ ֩ 1L֪

֩ ḇḻ֪᷄ ֩ 1L֪

ᴴ ֩ 1L֪

冷却塔 ֩ 1L֪

ᴴ ḘᶹᶿḝᶸḳḨ½

浴槽・温浴設備 ֩ 1L֪

ᴴ ḖḂḳ ḘᶹᶿḝᶸḳḨ֩ ֪

ᶬ ᴴᶬ ᶬ ½

医療・ケア機器 ḕḞḱᶹ᷾ᴻ

נּ ᴲ ḘᶹᶿḝᶸḳḨ

装飾水・その他 ᴴ ֩ 1L֪ᴲ ֩ᵡᶫᶏ֪



採取スワブにおける注意点
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ֹ ᴴ ᴴ ᵩᶧᶒPOCT ᷁ᶹḑ

J Hosp Infect. 2010 Aug;75(4):314 - 7.
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濃縮方法により検出菌数が異なる

♥ , 59: 73 - 74, 2009.

1
Þ10  CFU/100 L ᶊ

滅菌蒸留水5ｍL中に浸す
試験管ミキサーで1分以上洗浄

フィルターを剥がす

メンブランフィルターろ過
（直径47mm 、孔径0.20 -0.22μm）

検水500 ｍL

滅菌蒸留水2ｍLを加えて再懸濁
（100 倍濃縮）

沈査

遠心後、速やかに上清を除去

3,000g  30 分または6,000g  10分、
15 - 25 ℃で遠心

検水200 ｍL

必要に応じてSBT、PFGEによる菌株識別

血清群別、遺伝子検査、MALDI - TOF  MS

自発蛍光観察

グラム陰性桿菌、発育にL-システインを要求

灰白色湿潤集落で特有の淡い酸臭あり

36 ±1℃最長7日間、乾燥を防いで培養

培地に塗布（酸処理の場合は100μLを2枚または
200μLを1枚、加熱処理の場合は100μLを1枚）

酸処理または熱処理

ᶬ ꜛ

♥ ╔ḃḻḇᴻֹ
ḴḀᶿḕḱ  5 ᶱ╗



検体の前処理

ֻ ᶱ ᵣᶅᶡ ╔ᶱ ᶆᵬᶉᵣ ᶊ ᵸᶪᵾᶠ

酸処理

熱処理

50 ë 2Ǝ0 ֩ ᶊꞌᵷᶅ30 נּ֪
ă ᶱׂאëƎ4 ∙ ᵸᶪᶇᴲ ᵫ ᶠᶅ ᵮᶉᶪᵾᶠ ≥ᵫ

♪ 0֩.2M  HCL KHCL buffer pH2.2 0.2 ֪ɵ ᶊ ᵧᴲנּ
25 ë֩ ᶆ5֪דּ ꞌᵴᵺᶪ

熱処理後酸処理

ᵫ ᶊ ᵮ ᶎ ᵿᵰᶆᶎᵼᶫᶨᶱ ᶆᵬᶉᵪᶂᵾƎ
ᶡᵶᵮᶎ ᶆᵬᶉᵣᶇ ᵴᶫᶪ ᶊ



Legionella 属菌用の培地

非選択分離培地

選択分離培地

Å םלᴈןʀ

ᶆ╗ ᶊ ᵣᶨᶫᶪ ♪ ᶣḉḯ᷈ḴᴻḐ ᶊᶎ ╔ᵶᶉᵣ

バンコマイシン
（Gram 陽性菌）

ポリミキシンB
（グラム陰性菌）

シクロヘキシミド
（真菌）

アムホテリシンB
（真菌）

グリシン
（一部夾雑菌）

その他

ᴆᴈ׳ʀ ø ø ø ø

GVPC ø ø ø ø

MWY ø ø ø ø
ᶷḓḅḦᶹ᷿ḻ

֩ ֪

♁ ֻ ᷿ḁḎᶹḻᴲּס ḜḵḲḻ
╔ ʀֻ-᷆Ḑ᷅ḳḇḳ



培地への接種方法

Ḉᶹᶷ᷅ḖḁḎᶸ᷄ḁ HP

¸ ᵫ ᶊ ᶊ ᵴᶫᶪᶝᶆ
ᶃᴳ

¸ ᶊ ᶊ ᵫᶪᶧᵥᴲ
᷈ḻḱᴻḀ ᶍ ᵴᵿᵰᶱ ᵶ

ᶷḐḱḁᶧᶩ

WYOʀ

¸ 100 ʋɕש ᵾᶎ200 ʋɵש זּ

ֹ Ḧḓḭᶷḳ ḴḀᶿḕḱ
♥ ╔ḃḻḇᴻֹḴḀᶿḕḱ  5

クラス2安全キャビセット内で操作を行う

¸ 3 10 ᶚᶈ ᶆ



指針では培地の種類は指定されていないが、、

7 ᶍ ᶱ ᵶᵾ ᶍ

♥ Rep. Hokkaido Inst. Pub. Health, 58, 51 - 54 (2008)

WYOα
GVPC

（ᴚᴣᴡẸᴦᴚᴕᴩᴬל）
GVPC
（Oxoid ）

GVPC
（日研）

GVPC
（Merck ）

GVPC
（極東）

MWY
（Oxoid ）

A ø

B ø

C ø ø ø ø ø ø

D ø ø ø ø ø ø ø

E ø ø ø ø ø ø ø

F ø ø ø ø

G ø ø ø ø

H ø ø ø ø ø ø ø

I ø ø ø ø ø ø

ḱḻ᷂ḻ᷅

1∞ WֹYOα（栄研） -  8/9 検体

2∞ GֹVPC （Biomérieux，Oxoid ）
-  7/9 検体

∞זּ GֹVPC֩ -֪  3/9

...



ISO 11731:2017 に準拠 各方法におけるLegionella 属菌の回収率を評価・比較

Appl Environ Microbiol . 2025 Nov 19;91(11):e0114725. 

276非濃縮 濃縮

回収率が最も高い

ᴲ GƎVPC

10³ CFU/L以上を検出する感度

ᴲ ᴲ ᴲ ᶎ סּ

Limitation

¸ ᶍ ᶊᶧ IɭSO ᶆ ᵴᶫᶅᵣᶪ ᶍ ᶅᶱ ᶆᵬᶅᵣᶉᵣ

¸D ᶊᵩᵣᶅ10mL ᵶᵪ ᶆᵬᶅᵣᶉᵣ֩ ᶆᶎ100 Lᶱ ֪



組合せ（併用）がやはり重要

ᴆᴈ׳ʀ
֩♁ ֪

GVPC
ᴚᴣᴡẸᴦᴚᴕᴩᴬ֪ל֩

完璧な正解はないが補完し合うことで精度は向上する

ᶅᶱ
֩ ֪

ᶊᶧᶩ ᶡ
ᶊ ᵫ זּ

ᶊᶧᶪ ᶍ☼

～1000 - 2000
CFU/100 L

～180 - 390
CFU/100 L

ᶊᶧᶪ☼

ᶉᵶ /

20 - 40
CFU/100 L

0/ ᵶᵣ



規制基準は明確、しかし「検出ツール」には幅がある

ᴲ ᶊᵩᵰᶪ

10  CFU/100 ｍL未満

ֻᶬ ᶝᵾᶎ ꜛ

ᵆḴḀᶿḕḱ  5 ᵇᶊᵩᵰᶪ

B-םᴈןʀ
ᴆᴈ׳ʀ
GVPC
MWY

どの培地を使っても結果は同じにならない
選択分離培地は種類やメーカーによって結果が異なる場合もある

ᵆ ᶍ ᶎᶉᵣᵇ



Legionella 属菌の観察

Lֻegionella ᶇ ᵴᶫᶪ᷈ḵḓᴻᶱ 7֩ ᶝᶆ֪

᷈ḵḓᴻ ᶱ ᵶᴲ ᶇ ♪ ᵪᶨ 100 ᵡᵾᶩᶍ
Legionella C֩FU/100 L֪ᶱ

推定に役立つ方法

Å ᶱ ᵣᵾ ᶊᶧᶪḪ᷾ᶹ᷄ᴴ᷀ḋḐ᷅ḱḁ ᶍ

Å L-᷿ḁḎᶹḻ ᶍ L- ᷿ḁḎᶹḻ ᶊᶎ ╔ᵫ ᶠᶨᶫᵹƎ
ʀןᴈםל ᶊ ╔ᵶᵾ Lɵegionella ᶇᵸᶪᴳ

.2010;25(1) :8 - 14.



Legionella 属菌の同定

集団発生(アウトブレイク)/ 散発患者が発生

♥ ᶍ ᶱ ᶅ ᶇ ᶱ

1. 3֩60nm ֪

2.ḱḎḋ᷄ḁ ꞌ

3. ᶊᶧᶪḁḱᶹḑ ꞌ

4.┼

5. MALDI - TOF  MS



まとめ

Legionella ᶎᵆ ᵇᶊᶧᶂᶅ ᵫ ᵬᵮ ᶮᶪᴳ

ḁḷḞ ᶎ ᶊ☼ ᵸᶪᵪᶡᵶᶫᶉᵣᴳ

ᴴ ᴴ ᶎᵆ ᶇ ᵇᵫᵡᶪᴳ

ᶎḩᴻ᷀ᴻᴴ ᶆ ᵫ│ᶉᶪᶍᶆ ᵫ ᴳ

実務上の最適解は「併用戦略」
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