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Providencia stuartii は,従 来尿路感染症,創 筋感染 より多 く分離されている。

今回われわれは1981年 ～1986年 の6年 間の大宮赤十字病院各種臨床材料(便 を除 く)に つ

いてP.stuartiiの 由来別分離状況を調査 した ところ,次 のような所見を得た。喀痰(14,633検

体),膿 穿刺液(7,882検 体)か らは4株 分離されたにすぎなかったが,耳 漏(2,440検 体)か

らは69株 分離された。 これは本院の特殊性かもしれないが,君stuartiiは 慢性中耳炎の起因

菌としても重要な菌種であることを示 しているものと考えられる。

次に1984年 ～1985年 分離の20株 について,薬 剤感受性を調ぺた。ほとんどの株がchlora-

mphenicol, tetracycline および sulfamethoxazole に耐性であった。 また fosfomycin, ampic-

illin, cefazolin お よび streptomycin, kanamycin, gentamicin, dibekacin, sisomicin ,

tobramycin 等の aminoglycoside 抗生物質(AGs)に 対する耐性株も多数分離された。しか し,

cefmenoxime, cefotiam, amikacin, fortimicin, norfloxacin, trimethoprim およびST合

剤にはほとんどの株が感受性であった。 さらにこれ らの20株 についてplasmidDNAの 存在

を検討 したところ,14株 か らplamidDNAが 検出された。この14株 について,接 合伝達お

よび形質転換法により薬剤耐性plasmidの 存在を調ぺた結果,1株 から3種 類の耐性型の異な

る薬剤耐性Plasmidが 検 出されたが,他 の株からは検出されなかった。
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諸外 国 で は,Pstuartiiは 通常 泌尿 器 科 領 域 に お い て

留 置 カ テ ー テ ル の使 用 例,火 傷,敗 血 症,術 後 患 者 の

尿,皮 膚,創 傷,喀 痰,血 液 か ら分 離 され る病 院 内 感 染

菌 であ る1～5)。小 林 ら6)は5病 院 を 対象 にgentamicin耐

性菌 の研究 を 行 な い,う ち1病 院 の泌 尿 器 科 に 限 り

Providenciaに よ る院 内感 染 を 示 唆 す る結 果 を 得 て い る

が,本 邦 では 院 内 感 染菌 と し て のP,stuartii感 染 症

は,一 般 に は 見 られ て い な い。 大 宮 赤 十 字 病院 で は耳 鼻

科 外来 患 者 の耳 漏 由来 材 料 か ら本 菌 種 の 分離 が著 明 で あ

る。 そ こで,本 院 に お け る各 種 臨 床材 料(便 を除 く)か

らの本 菌種 の分 離 状 況 を 調査 し,さ ら に1984年 ～1985

年 にか け て分 離 され た20株 に つ い て,薬 剤 感 受 性,

Plasmid promeお よび 薬 剤 耐 性Plasmidの 存 在 に つ

いて 検討 した の で報 告 す る。

I.材 料 お よび 方 法

1.検 査 材 料

検 査 材料 は1981年 ～1986年 の6年 間 の 便 を除 く喀 痰

14,633,咽 頭 粘 液6,904,膿 穿 刺 液7,882,尿19,242,血

液2,974,耳 漏2,440(検 体)か ら分 離 され た 君stuartii

で あ る。

2.使 用 菌 株

薬 剤 感 受 性 試 験,plasmidの 検 索 に 使 用 し た 株 は

1984年 ～1985年 に か け て分 離 され た20株 で,そ の 由

来 別 は,喀 痰2株,膿 穿 刺 液2株,耳 漏16株 で あ る。

なお,同 定は Minitek system (Becton Dickinson and

Co .)に よ り行なった。

3.使 用薬剤および薬剤感受性試験

使用 した 薬剤は, fortimicin, amikacin (AMK),

HAPA-B, tobramycin (TOB), dibekacin (DKB),
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Table 1. Number of isolates of Providencia sitrailii by sources (1981-1986)

sisomicin (SISO), gentamicin (GM), chlorampheni-

col (CP), tetracycline (TC), minocycline (MINO),

streptomycin (SM), kanamycin (KM), ampicillin

(ABPC), cefazolin (CEZ), cefotiam (CTM), cefme-
noxime (CMX), fosfomycin (FOM), norfloxacin

(NFLX), sulfamethoxazole-trimethoprim (ST), sulfa-
methoxazole (SMZ), trimethoprim (TMP) で あ る。

薬 剤 感 受性 は,上 記21薬 剤 につ い て,日 本化 学 療 法

学 会 標 準 法7)に 準 じて そ の最 少 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 測

定 した 。 ミュ ラー ヒ ン トンプ ロス(Difco Laboratories)

に 一 夜 培 養 した菌 液 を約106CFU/m1に 調 製 後,ミ クロ

ブ ラ ンタ ー を用 い て薬 剤 含有 ミーラ ー ヒ ン トン寒 天 培 地

に5μ1ず つ 接 種 し,37℃20時 間 培 養 後 に判 定 した 。

ST,SMZ,TMPのMIC測 定 の際 は,上 記 の培 地 に馬

溶血 血 液7.5%を 添 加 した。

4. Plasmid profile

Plasmid DNA VI KADO L LIL の方法に準じて調製 し

た8)。Agarose gel電 気 泳 動 はMAYERSら の 方 法9)に 従

い, iris-borate buffer (89 mM tris-aminomethan, 89

mM boric acid,2.5mM EDTA,pH8.3)を 泳 動

bufferと し,gel濃 度0.7%,泳 動 電圧80V,泳 動 時 間

3時 間35分 の条 件 下 で実 施 した。 泳動 終 了 後,0.5μg/

mlのethidium bromide液 で染 色 し,plasmid DNAの

bandを254nmの 紫 外線 照 射 下 で検 出 し写真 撮 影 を行

な った 。

5.接 合 伝 達

接合伝達は, plasmid DNA が検出された P. stuartii

株 をdonorと し Proteus mirabilis (rif), Escherihia

coli WA 921-1 (rzf nal lac) recipient と し,吉 田 ら

の方 法m)に 準 じて メ ンブ ラ ン フ ィル タ ー法 で実 施 した。

培 養 温 度 は30℃ と した。薬 剤 耐 性plasmidの 選 択 薬 剤

と してABPC(100,12.5),CP(25),TC(12.5),SM

(12.5),KM(12.5),GM(6.25)お よびDKB(12。5,

3.13)を()内 の濃 度(μg/ml)で 用 い た。 得 られた

transconjugamに つ い ては,前 記 の方 法 で薬 剤 感受性試

験 お よびPlasmid DNA profileを 調 べ た 。

6.形 質 転 換

形 質 転 換 は,KADOとLIUの 方 法 に準 じて 調製 した

plasmid DNAとE.coli DH1を 用 い,HANAHANの

方 法mに 準 じて実 施 した。 薬 剤 耐 性ptamidの 選 択薬剤

と して,ABPC(100,12.5),CP(25),TC(12.5,

6.25),SM(12.5,6.25),KM(12、5,6.25),GM

(12,5,6.25)を 用 い た。

II.結 果

1.分 離 状 況

P.stuartiiは1981年 ～1986年 の6年 間 の総 検体数

54,075検 体か ら73株(0.13%)分 離 され た 。その内訳

は,喀 痰2株/14,633検 体,咽 頭 粘 液0株16,904検 体,

膿 穿 刺 液2株P7,882検 体,尿0株P19,242検 体,血 液0

株/2,974検 体,耳 漏69株p2,440検 体(2。8%)で ある

(Table1)。 耳 漏 か らの 分 離 状 況 を 年 次 別 に 見 る と毎年

10株 以上 が分 離 され て いた 。な お,喀 痰,膿 穿 刺液 の各

々1例 は尿 か らも分 離 され た が,同 一 患 者 のた め集計か

ら除 外 し,初 期 分 離 され た 検 体 を も っ て 由来 部 位 と した。

薬 剤 感受 性 試 験 お よびplasmidの 検 索 を行 な った20

株 に つ い て,そ の患 者 の性 別,年 齢,混 合 感 染 の 有無の

概 要 をTable2に 示 した が,16株 は全 て慢 性 中耳 炎患

者 の 耳 漏 由 来 で あ っ た。

2.薬 剤 感受 性

1984年 ～1985年 に か け て分 離 され た20株 の各種薬

剤 に 対 す るMICを 調 べ た 。 こ の うち 代表 的 薬 剤 に対す

るMICをTables 3,4に 示 した 。Table 3よ り分か る

よ うに,AGs系 抗 生 物 質 ではAMKに は2株 を除 いて

全 て6.25μg/ml以 下 のMIC値 を示 し感受 性 であ った

が,ToB,GM,KMに は 半 数 以 上 の株 が25μg/ml以

上 のMIC値 で耐 性 で あ った 。 表 に は 示 さな か ったが,
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Table 2. Characteristics of 20 patients with P. sluarlii isolated from otorrhea,

sputum and pus

* M: male F : female

Table 3. Minimum inhibitory concentration of Providencia stuartii to amikacin, tobramycin,

gentamicin, kanamycin, chloramphenicol and tetracycline (20 isolates, 106CFU/m1)
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Table 1. Minimum inhibitory concentration of Providencia sloarlii to ampicillin, celazolin,

cefotiam, cefmenoxime, fosfornycin, norfloxacin and sulfamethoxazole trimethoprim

(20 isolates. 108CFU/ml)

The location and sizes (in megadaltons) of the molecular size markers are indicated
at the sides of the gels. The solid arrows show the position of the 30-megadalton
plasmid discussed in the text.
Fig. 1. Plasmid profiles of 20 isolates of Providencia stuartii obtained by 0.7%

agarose gel electrophoresis

fortimicin,HAPA-Bに はAMKと ほ ぼ 同様 のMIC値

で 大 部分 の株 が 感 受 性 であ ったが,SISO,DKBに 対 し

て はTOBな ど と 同様 多 くの株 が 耐 性 で あ った 。 また

CP,TC,MINO(dataは 略)に は ほ とん ど の株 が 耐 性

で あ つた。 つ ぎ にTable4で 明 らか な よ うに,β-lactam

系 薬 剤 で は,CTM,CMXに は 全 株 感受 性 で あ った が,

ABPC,CEZに は 半数 以 上 の株 が25μg/ml以 上 のMIC

値 を示 し耐 性 で あ った 。strain1,2に は β-lactamase

の 産 生(Beta-Lactamase Detection papers,OXOID

Ltd.使 用)が 認 め られ た。 そ の 他 の抗 菌 剤 では,FOM

に は 半数 以上 の株 が 耐 性 であ った が,NFLXに は 全株

が 感受 性,ST合 剤 に は2/3以 上 の株 が 感 受性 であっ

た。 表 に は 示 さ な か っ た が,TMPに は大 部 合 の株 が感

受 性 で あ り,SMZに は ほ とん どの株 が 耐 性 で あ った。
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Table 5. Antibiotic susceptibility of the transconjugants resulting from the mating of

Providencia st math i with Escherichia cnli or Protens ruirahilis (106 CFU/ml)

Abbreviations of antibiotics are defined in the text.

A: donor strain of Providencia stuartii,
B: transconjugant of Proteus
C, D: transconjugants of Escherichia coli,
E: recipient of Proteus
F: recipient of Escherichia coli.

Fig 2. Plasmid DNA profiles of the transcon-

jugants, obtained by 0.7% agarose gel
electrophoresis

3. Plasmid profile

Fig.1に 示 し た 様 に20株 中14株 か らplasmid

DNAが 検 出 され た 。14株 中 のplasmid DNAの 分 子量

は3.2megadaltons以 下 か ら166 megadaltons以 上 ま

で様 々で あ った が,こ の 内8株(lane:1,3,4,5,7,

10,11お よび.12)に は分 子 量 のほ ぼ 等 しいplasmids

(約30megadaltons,Fig,1に 矢 印 → で示 した)が 検 出

され た。

4.接 合伝 達

plasmidの 検 出 され た14株 全 て,す な わ ちFig.1の

lane1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 17,

18をdollorと し,E.coli WA 921-1お よ びP.mira-

bilisをrecipientと し て 接 合 伝 達 を 試 み た 。選 択 薬 剤 お

よび 選 択 濃 度 は 方 法 の 項 に 示 し た 通 り で あ る。transcon-

jugantが 得 られ た の は,E.coli,P.mirabilisの ど ち ら

をrecipientと した 場 合 もlane1の 株(Tables3,4の

strain1株)をdonorと した 時 の み で あ っ た 。 得 ら れ た

trallsconjugantの 耐 性 バ タ ー ン をTable5に 示 す 。E

coliをrecipientと し た 場 合 に 得 ら れ たtransconju-

gantは2種 類 で,ABPC,SM,SMZ,KM,GM,

TOB,DKBお よびSISO耐 性 のE.coli 1と, ABPC,

SM, SMZ, CP, KM, GM, AMK, TOB, DKBお よ

びSISO耐 性 のE.coli2で あ る。P.mirabilisをre-

cipientど し た 場 合 は,上 記E.coli1お よ びE.coli 2

と 同 じ耐 性 パ タ ー ンのtransconlugantが 得 ら れ た 他 に,

Table5に 示 したABPC単 剤 耐 性 のtransconjugant

が 得 ら れ た 。

strain1株(lane1)をdonorと した 時 に 得 ら れ た

plasmid promeをFig.2に 示 す 。donorで あ るP.stu-

artiiのplasmid profile(lane A)に は166,62 ,30,

1.1megadaltons(Md)の4本 のplasmidbandが 検 出

さ れ た 。 一 方,recipientで あ るP.mirabilis(laneE),

E.coli(lane F)に はplasmid bandは 検 出 さ れ な か っ

た が,接 合 伝 達 で 得 ら れ たtransconjugantのP.mira-

bilisのplasmid profile(lane B)に は70Md,30

Md,E.coliのplasmid profileで あ るlaneCに は140

Md,同 じ くlane Dに は166Mdのplasmid bandが

検 出 さ れ た 。

5.形 質 転 換

Plasmid DNAを 保 有 す る14株 に つ い て 形 質 転 換 を

行 な っ た が,transformantは 全 く得 ら れ な か っ た 。
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III.考 察

諸外国では,P.stuartiiが 慢性中耳炎の起因菌として

分離されるのは一般的ではなく,院 内感染菌として多く

は尿道カテーテノしの使川に伴う尿路感染症の起因菌とし

て分離されている1,4)。本 邦では,1976年,小 林ら6)が

GM耐 性菌の研究論文の中で,耳 鼻科外来患 者からGM

耐性P.stuartiiの 分離が多いことを報告 しているが,本

菌による感染症の報告例はあまりない,,わ れわれは6年

間にわたって人宮赤十字病院における本菌の分雌状況を

調在した結果,入 院患 階からの分離はきわめて稀である

のに比べ,耳 鼻科外来患者からの耳漏由来の株が多いこ

とが分かった。 この結果はP.stuartiiが 慢性中耳炎の

重要な起因菌の一つと成 り得ることを示唆 している。諸

外国の報告では,本 菌による尿路感染症の成立には,そ

の保菌者が主な感染源であり,fecalcolonizationが 重要

な役割を果たしているとされている12,13)。しか し慢性中

耳炎の起因菌 としての本菌の感染機序については,そ の

感染源や付着性も含め今後さらに検討す る必要があろ

う。

1984年 ～1985年 にかけて分離された20株 について

薬剤感受性を検討 した。通常本菌種は多剤耐性であると

されている3,14)。今回のわれわれの結果でもCP,TCs,

SMZに はほとん どの株が耐性であり,ま たFOM,

ABPC,CEZ,お よびSM,KM,GM,DKB,SISO,

TOBのAGsに 対 して も耐性であった。 しか し,

AMK,fortimicin,HAPA-Bな どのAGsや,CTM,

CMXな どの第二世代セファロスポリン,第 三世代のセ

フェム系薬剤には感受性であった。したがって,本 邦で

分離されるP.stuartiiに よる感染症の治療にはこれら

の点を十分配慮する必要があると思われる。

また本菌のAGs耐 性パターンの特徴として,通 常

GMに 比べKMに 対 して感受性であることが指摘され

ているが1,15,16),われわれの成績ではKMに 対 して100

μg/ml以 上 の高度耐性を示 した株は,GM耐 性(≧25

μg/ml)の 株 と同程度存在 した。McHALEら2)は,6病 院

から収集した190株 を対象にKMに 対するMIC値 を

測定 したところ,KM耐 性(≧100μg/ml)は 年 々増加

し,37%が 耐性であったことを報告 している。われわれ

の成績がKM耐 性株の増加を反映 しているのか,あ る

いは本邦の分離株(耳 漏由来株)の 特徴を示しているの

かは興味深く,も う少 し多数の症例について検討する必

要があると思われる。

20株 のP.stuartiiに ついて,plasmidDNAの 存在を

調べた結果,14株(70%)か ら種々の分子量のplasmid

DNAが 検出された。HO肌IKら17)は,109か ら2 .5

megadaltonsの 異 なるplasmid DNAを 有する尿由来株

10株 につ い て検 詞 した結 果,多 剤 耐 性 とplasmid DNA

とは関 連 しな い こ とを示 した。 わ れ わ れ の 成 績 で も,喀

痰 山 来の1株 か ら伝 達性R plasmidsが 検 出 され たもの

の,そ れ 以 外 の 株 か らは 接 合伝 進,あ るい は 形質 転換 に

よ って も薬 剤 耐 性三plasmidは 証 明 され ず,そ の 多剤耐性

の 多 くけ 染 色 体 に よ りて 支配 され て い る こ とが示 唆 され

た。 しか1,今/1,11株 か ら得 られ た薬 剤 耐 性plasmids

は,通 常 本 菌 種 に おい て 染 色 体 芝配 で あ る とされ てい る

GM耐 性14),お よび 本 菌 種 の感 受 性 が 高 い と され てい る

AMK1,3,5)に 対 す る耐 性 を 芝配 して い た`と け注 目に値

す る と思 わ わ る。 また,今 回 多剤 酎 性 との関 連 性 を確認

で きな か っ たが,Fig,1に 示 したplasmid profileの う

ちlanes3,4,5,10,11お よび12の30-megadalton

plasmidsは,制 限酵 素 に よる 切断 パ ター ンの比 較(data

は 略)か ら遺 伝 的 に 極 め て近 縁 で あ る 二 とが 分 か った。

HAWKEY18)は,32,34,お よび30kilobases(kb)の

cryptic plasmidsとcarbeniciliin耐 性 を担 う47kbの

薬剤 耐 性plasmidの 遺 伝 的 関 連 性 を報 告 してい る。われ

われ の見 出 したcryptic plasmidsの 由 来 と働 きについ

て は 今後 の課 題 で あ る と思 わ れ る。

稿 を終 るに あ た り大 腸 菌株 を 分与 下 さ った 国立 衛生試

験 所 三 瀬 勝 利 博 士,御 稿 欄 い た だ い た 大宮 赤十 字病 院検

査 部 長 倉 根 理 一 先 生,検 査副 部 長 兼 子 耕 先 生,ま た本研

究 に ご協 力 頂 いた 第二 検 査 課 長宇 都宮 淳 浩氏,細 菌検査

室 江 原 進 氏,帝 京 大 学 細 菌 学 教 室 関 根 由起 子 さん に深謝

します 。 なお 本 論 文 の 要 旨は,第35回 日本 化学療 法学

会総 会(1987,盛 岡)に お い て発 表 した 。
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CLINICAL SOURCES OF ISOLATION, ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY

AND RESISTANCE PLASMID OF PROVIDENCIA STUARTH

KENICHIRO YAMAZAKI

Clinical Laboratory, Omiya Red Cross Hospital, Kamiochiai 903,
Yono, Saitama 338, Japan

RIEKO KANNO, TAKEO KARIBA and SADAO KIMURA

Department of Bacteriology, Teikyo University School of Medicine

The frequency of isolation of Providencia stuartii from various clinical sources was examined from
1981-1986. Sixty-nine strains were isolated from otorrhea and 4 from sputum or pus. This indicates
that P. stuartii is clinically important as a causative microorganism of chronic otitis media.

Twenty strains, isolated from 1984-1985, were tested for their susceptibility to various chemotherape-
utics. The majority of the strains were resistant to chloramphenicol, tetracyclineand sulfamethoxazole.

Many were resistant to fosfomycin, ampicillin, cefazolin and several aminoglycoside antibiotics,
namely, streptomycin, kanamycin, gentamicin, dibekacin, sisomicin and tobramycin. In contrast,
the majority of the strains were susceptible to cefmenoxime, cefotiam, amikacin, fortimicin, norfloxac-
in, trimethoprim and sulfamethoxazole-trimethoprim.

Profiles of plasmid DNA of the 20 isolates were analyzed, and plasmid DNA was found in 14.
Conjugation and transformation were carried out for the detection of R plasmid. One of the 14 donors
transferred resistance markers by conjugation.


