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大分県のレジオネラ患者発生時の検査対応
（公衆浴場および旅館業における共同浴室）

入浴施設に関連するレジオネラ症発生時の対応要領

保健所
レジオネラ症発生届受理
聞き取り調査

↓
公衆浴場等の利用有り

↓
患者喀痰提供依頼

保健所（当該公衆浴場管轄）
施設の立入調査

↓
浴槽水等の検体確保
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国立感染症研究所

協力依頼



本事例のレジオネラ患者発生時の検査対応

入浴施設に関連するレジオネラ症発生時の対応要領

保健所
レジオネラ症発生届受理
聞き取り調査

↓
公衆浴場等の利用有り

↓
患者喀痰提供依頼

施設の立入調査
↓

浴槽水等の検体確保

衛生環境研究センター
レジオネラ属菌検査

食品・生活衛生課
（公衆浴場等所管課）

他機関との連絡・調整

国立感染症研究所

協力依頼

健康づくり支援課
（感染症法所管課）

他機関との連絡・調整



喀痰からのレジオネラ検査

各平板に100μl コンラージ
WYOα寒天培地、GVPC寒天培地、MWY寒天培地

（場合によってはBCYEα寒天培地追加）

喀痰
＋2-3倍量のスプタザイム
撹拌
15分程度室温放置

DNA抽出

LAMP法

未処理 酸処理 熱処理

酸処理液を等量混合
4分室温放置

50℃で20分



浴場水からのレジオネラ検査

各平板に200μl コンラージ
WYOα寒天培地、GVPC寒天培地、MWY寒天培地

（本法での検出限界値は5cfu/100mL）

検水 1200mL
孔経0.2µmポリカーボネート
フィルターでろ過

DNA抽出

LAMP法

未処理 熱処理

50℃で20分

滅菌水 12mL
1分間洗い出し
（＝100倍
濃縮検体）

非濃縮検水＝



レジオネラ属菌培養検査の流れ

当日

濃縮・塗抹

7日後
平板観察

釣菌

→確認培養

9-10日後
判定・

PCR・血清
型別

レジオネラ属菌は発育が遅く、培養に7日以上を要する



レジオネラ属菌培養検査の流れ

当日

濃縮・塗抹

3日後
斜光法観察

釣菌

→確認培養

5-6日後
判定・

PCR・血清
型別

7日後
平板観察

釣菌

→確認培養

9-10日後
判定・

PCR・血清
型別

なるべく早く培養検査結果を出すために

この時点で

「レジオネラ検出」
が言える時が多い

菌数の確定は
この時点



2方向から斜光をあて、実体顕微鏡下で観察
→レジオネラ属菌はモザイク様形態を示す

北海道立衛生研究所 森本洋先生提供

斜光法



確認培養（L-システイン要求性試験）
レジオネラ属菌の発育にはL-システインが必要。
→L-システインを含むBCYEα寒天培地に発育
L-システインを含まない血液寒天培地には非発育

レジオネラ

レジオネラでない



確認PCR
プライマー

5SrRNA・・・Legionella属特異的*
mip・・・・・・L.pneumophila特異的

PCR反応条件
95℃ 30秒（前熱変性）
95℃ 30秒
63℃ 45秒
72℃ 7分（最終伸長）

2%アガロースゲルで5µLを電気泳動

30サイクル

mip:168bp
5SｒRNA:108bp→

*検出できないレジオネラもある。
マルチプレックスPCRではmipが検出できないこともある。



血清型別

1. 加熱死菌液を調製する

2. Oxoidの血清を用いて、
①「L.pneumophila血清群1」
②「L.pneumophilaのうち血清群1以外」
③「L.pneumophila以外のレジオネラ*」
の3種類に分ける

3. ②または③に分類された株について
デンカ生研の血清で型別する

*7種類のレジオネラに対応している。
→凝集が来ないことを理由にレジオネラを否定はできない。



本事例の患者発生状況

患者1発症
12/17

12/22
届出

患者2発症
12/23

12/28
届出

患者3発症
1/13

1/15
届出

年齢・性別 症状 検査結果

患者1 86歳男性 発熱、肺炎
尿中抗原で診断
喀痰培養検査実施せず

患者2 84歳男性 発熱、肺炎
尿中抗原で診断
当センターの喀痰培養で
L. pneumophila血清群1を検出

患者3 98歳男性 発熱、肺炎、
1/14死亡

尿中抗原で診断
当センターの喀痰培養で
レジオネラ属菌を検出せず



本事例でのレジオネラ属菌培養検査の流れ

当日

濃縮・塗抹

3日後
斜光法観察

釣菌・PCR
→確認培養

4日後

判定・PCR・
血清型別

7日後
平板観察

釣菌・PCR
→確認培養

8日後

判定・PCR・
血清型別

検水は量にこだわらず採れるだけ
→・可能な場合は500mL使用
・不足する場合は濃縮率を調整して対応
例）60mLの検水を3mLに濃縮（20倍濃縮）

拭き取り液は予め5mLに減じる
（少しでも濃縮するため）



本事例でのレジオネラ属菌培養検査の流れ

当日

濃縮・塗抹

3日後
斜光法観察

釣菌・PCR・
血清型別

→確認培養

4日後

判定・PCR・
血清型別

7日後
平板観察

釣菌・PCR
→確認培養

8日後

判定・PCR・
血清型別

・コロニーから
直接DNA抽出
・コロニーを集
めて血清型別

菌量が少ないので
生菌で実施

コロニーから
直接DNA抽出

菌量が少ないので
生菌で実施

確認のため、
純培養菌でも実施

&確認培養継続

確認のため、
純培養菌でも実施

&確認培養継続

検体搬入
1月15日

検出予告
1月18日

検出確定
1月19日

3例目届出後の検査



3例目届出後の検査

検体名
LAMP
結果

培養結果

加湿器

患者1居室 加湿器内の残り水（1L） 陽性
L. pneumophila SG1を検出
3,800cfu/ml (380,000cfu/100ml)

患者2居室 加湿器内の残り水（70mL） 陽性 検出せず
患者2居室 加湿器の拭き取り 陽性 検出せず
食堂 備付け加湿器の拭き取り (－) 検出せず
職員室 備付け加湿器の拭き取り 陽性 検出せず

エアコン

患者1居室 エアコンの拭き取り (－) 検出せず
患者1居室 エアコン（小）の拭き取り (－) 検出せず
患者2居室 エアコンの拭き取り (－) 検出せず
患者3居室 エアコンの拭き取り (－) 検出せず

加湿器からレジオネラ属菌を検出

220,000cfu/100mL
と報道

（斜光法の段階）



3例目届出後の検査
検体名

LAMP
結果

培養結果

患者居室

患者1居室 シャワーの排水口拭き取り (－) 検出せず
患者2居室 シャワーの排水口拭き取り (－) 検出せず
患者2居室 バケツの拭き取り (－) 検出せず
患者2居室 バケツ内消毒水 (－) 検出せず
患者3居室 洗面台の拭き取り (－) 検出せず
患者3居室 シャワーの排水口 (－) 検出せず
患者3居室 蛇口水 (－) 検出せず

入浴設備

機械浴室 浴槽水 陽性 検出せず
機械浴槽室 排水口拭き取り (－) 検出せず
機械浴槽室 シャワー台排水口拭き取り (－) 検出せず
一般浴槽室 シャワー前排水口の拭き取り (－) 検出せず

LAMP陽性の検体があったため、入浴設備の検査を繰り返し、
3つある一般浴槽のうち１つのシャワー水から
L. pneumophila SG1（5cfu/100mL）を検出。



パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）

lane№
1 サイズマーカー
2 別事例患者株1

3 別事例患者株2

4-6 患者2由来株
7-18 加湿器由来株
19 入浴設備由来株
20 サイズマーカー

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

患者由来株と加湿器由来株の切断パターンが同じ

（Sfi1で消化）

制限酵素によって遺伝子が切断されるパターンに
よって異同を見る方法



Sequence-Based Typing解析
7種類の遺伝子（flaA、pilE、asd、mip、mompS、proA、
neuA）の一部の領域の塩基配列に基づく型別

国立感染症研究所へ菌株を送付して検査依頼



Group-B3Group-B3

Group-B2Group-B2

Group-S1Group-S1

Group-S3Group-S3
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533  臨床分離株
216  浴槽水
119  冷却塔水
82  水溜り
38  土壌
36  シャワー
18  噴水
6  給湯
4  給水

株数

環
境
分
離
株

ST138

ST502

ST23

ST679

ST739

ST120

Minimum spanning tree

国立感染症研究所 前川純子先生提供
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感染症担当課

衛生担当課

情報のやりとりが非常に煩雑
検査の手を止めて対応していた

本事例のレジオネラ患者発生時の検査対応



情報共有ツールの利用 関係者全員で
情報共有

ファイルも
添付できる

検査の待ち時間に
回答する

全員が同じ情報を知る

情報の行き違いが無い

検査が早く進む



最後に

レジオネラ属菌培養検査は時間がかかり、検査結果
がいつ確定するかは、レジオネラやその他の菌の発育
状況によります。

今回、全部で49検体の検査を実施しましたが、常法ど
おりにいかないことが多くありました。

検査をスムーズに行うために、関係者にたくさんのご
協力をいただきました。

本事例での対応が、みなさまの参考になれば幸いで
す。

SBT解析を快く実施くださいました
国立感染症研究所 細菌第一部

前川純子先生に深謝いたします。


