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呼 吸 器 感 染 症 の 患 者 か ら分 離 さ れ 起 炎 菌 と 疑 わ れ たHaemophilus influenzae, Streptococcus

Pneumoniae, Bzabamella catarrhalisお よ びStaphylococcus aureusの 多数 株 を 試 験 菌 と して,

そ れ らの 初 代 分 離 コ ロ ニ ー の 生 物 学 的 性 状 を検 討 した 。 ま ず 呼 吸 器 感 染 症 由 来 のHaemophilus

influenzae 33株 の う ち,7株 は β-lactamase産 生 コ ロニ ー と非 産 生 コ ロ ニ ー が 共 存 し
,両 種 コ

ロ ニ ー の 混 合 比 は 一 定 で は なか っ た。これ らの 混 合 株 か ら分 離 した β-lactamase産 生 コ ロニ ー

に よ っ て 構 成 さ れ る7株 に 対 す るampicillinのMICは12.5～25μg/ml,非 産 生 コ ロ ニ ー に よ

っ て 構 成 さ れ る7株 に 対 す るampicillinのMICは0 .2～0.39μg/mlで あ っ た。ま た 同 様 な 結 果

は,Staphylococcus aureusに つ い て も 認 め ら れ た。Stzeptococcus pneumoniaeで は ,少 な い 頻

度 で オ プ ト ヒ ン耐 性 お よ び 感 性 コ ロニ ー が 共 存 し,オ プ ト ヒ ン 耐 性 株 の 大 部 分 はampicillin ,

cefazolin, cefmetazoleお よ びcefotaximeに 耐 性 を 示 した 。Branhamella catarbalisに つ い て

は,生 物 学 的 性 状 の 異 な る コ ロ ニ ー の 存 在 は 認 め られ な か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら,呼 吸 器 感 染

症 由 来 菌 の 分 離 後,薬 剤 感 受 性 を測 定 す る場 合,コ ロ ニ ー に よ っ て β-lactamase産 生 能 が 異 な

り,薬 剤 感 受 性 が ま っ た く異 な る こ と が あ る の で慎 重 な対 応 が 必 要 で あ る。 ま た,こ の よ う な

事 実 が 薬 剤 感 受 性 と臨 床 結 果 との 不 一 致 の 一 因 と な る可 能 性 が あ る。
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一般に感染症が疑 われ る患者の検査材料か ら起炎菌 を分

離 して薬剤感受性 を測定する場合,患 者か ら採取 した試料

を目的菌に応 じた培地に接種 し,培 養後に平板か ら単一 コ

ロニーを釣菌 し,同定および薬剤感受性検査 を行 う。しか し

被検病原菌株 に生物学的性状や薬剤感受性が異なる コロニ

ーが混在 している場合 には
,感受性成績に も問題が生 じ,感

染症の治療 を誤 ちしめる結果 となる。 このよ うな点 を検討

するため,主 として呼吸器感染症か ら高頻度に分離 され る

細菌 を中心 に,分 離平板上の同一菌種 と思 われ る複数の コ

ロニー を釣菌 し,そ れ ぞれの生化学的性状 および薬剤感受

性 を検討 した。その結果,興 味ある知見 を得 たので以下に報

告す る。

I. 材 料 お よび方法

1) 試験菌 株

1988年4月 ～12月 にか けて,国 内 の多数 の臨 床機 関

にお いて,上 気 道,下 気 道,肺 炎等の 呼吸 器感染 症 患

者か ら採 取 した 各種 臨床 材料 よ り分 離 され,起 炎菌 と

疑 わ れ たHaemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae, Bzanhamella catarbalisお よ びSta-

phylococcus aumsの 各 多 数 株 を使 用 した 。な お,こ れ

ら の分 離 菌 は 分 離 平 板 上 に 多量 また は 純 培 養 状 態 で 検

出 さ れ た た め,起 炎 菌 と推 定 した 。

2) 使 用 薬 剤

Ampicillin(ABPC藤 沢 薬 品),cefazolin(CEZ藤

沢 薬 品),cefmetazole(CMZ三 共),cefotaxime

(CTXヘ キ ス ト)以 上4薬 剤 を 使 用 した 。

3) 分 離 培 養 お よ び 同 定

各 種 臨 床 材 料 を,5%ヒ ツ ジ 脱 繊 維 血 液 寒 天 培 地

(OXOID),チ ョ コ レ ー ト寒 天 培 地(BBL),CLED寒

天 培 地(OXOID)の そ れ ぞ れ に 画 線 塗 抹 し,チ ョ コ レ

ー ト培 地 は 微 好 気 条 件(O
2:CO2:N2=5:10:85)で

35℃,48時 間,他 の2培 地 は35℃,36時 間 好 気 培 養 を

行 っ た 。 培 養 後 各 平 板 上 に 発 育 し た 同 一 形 態 の コ ロ ニ

ー を 無 作 為 に8～16個 釣 菌 し グ ラ ム染 色 性 を確 認 した

*東京都板橋区志村3-30-1
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Fig.1. Isolation pattern of ƒÀ lactamase producing col-

onies from clinical isolates of H. influenzae

Table1. Isolation ratio of ƒÀ lactamase producing  colonies and biotyis. of each colony
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後.各 種性 状 試験 に よる同 定名 の決 定 と薬 剤感受 性 を

行 った。

H.influenzaeに つ い ては,チ ョコレー ト培地 か ら コ

ロニー を釣 菌 し,X,V因 子要 求性,溶 血性 お よび 各種

生化 学的,生 物 学的 性状 試験 に よ る同定 とBio typeを

決定 した。S.aureusは,血 液 寒天 培地 か ら コロニー を

釣菌 し,coagulase試 験,DNase産 生能,食 塩耐性 試

験 お よびKloos & Schleiferの 原 法1)によ る生 化学 的

試験 を行 った。 さ らに ブ ドウ球 菌 コア グラーゼ 型別用

免疫 血清(デ ン カ生研)を 用い たcoagulase型 別 試験

を行 った。

S.Pneumniaeは,S.aureus同 様 に血液 寒 大培地 上

に 発育 した α溶 血 を示 す コロニ ー に つ い て オプ トヒ

ン感受 性 試験,胆 汁 溶解 試験,免 疫 血清 を用 い た各種

生物学 的性 状試 験 を行 った。

B.catarbalisは,チ ョコレー ト培 地上 の コ ロニー を

DNase試 験,硝 酸 塩 還 元 能,普 通 寒 人培 地 上で の 発 育

試 験 等 に よ り 同定 を 行 っ た。

4) そ の 他 の 試 験

β-lactamase活 性三の りと性 は,S.pnnmiacを 除 く

す べ て の 試 験 菌 に 対 し て,ー トロ セ フ ィン スポ ッ トプ

レ ー ト法21お よ び β-lactamase detection paperを 用

い た ア シ ドメ ト リー一法3)に よ っ て 測 定 した 。

薬 剤 感 受 性 は,化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 従 っ て 寒 天 平

板 希 釈 法 に よ っ て 測 定 した 。H.influenzaeお よ びB.

catarbalisに つ い て はABPC,CTXを,S.aurensに

つ い て はABPC,CEZお よ びCMZを,S.pneumoniae

はABPC,CEZ,CMZお よ びCTXを そ れ ぞ れ 試 験 薬

と し て 測 定 した 。

II. 結 果

1)H.influenzaeコ ロ ニ ー の β-lactamase産 生

能

Fig.2. Drug-susceptibility of ƒÀ-lactamase-producing and non-producing colonies from co-existing

strains of H. influenzae

Fig.3. Isolation pattern of ƒÀ-lactamase-producing colonies

from clinical isolates of S. aureus

1) Ampicillin 2) Cefotaxime
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H.influenzae臨 床 分 離 株33株 よ り コ ロ ニ ー を前 述

の と お り分 離 し,β-lactamase産 生お よ び 井 産 生 コ ロ」

ニ ー の 出 現 分 布 をFig .1に 示 した 。 図 か ら,βlac

tamaseの 魔 生 コ ロ ニ ー お よ び 非 産 生 コ ロ ニ ー の 混 在

し て い る 菌 株 は7株(21%),β-lactamase産 生 コ ロ ー

一 の み が 存 在 す る菌 株 は4株(12%)
,非 産 生 コ ロニー

の み の 株 は22株(6706)で あ っ た 。 この 実 験 で 分 離 さ

れ た β-lactamasel)産 生 コ ロ ニ ー の β-lactamase産 生

能 は 継 代 に よ っ て変 化 し なか っ た、,次に β-lactamase

巌 生 コ ロニ ー と非 産 牛 コ ロニ ー が 混 在す る 菌 株4株 に

つ い て 両 タ イ プ の コ ロ ニ ー の 出 現 の 割 合 と各 コ ロ ニ ー

に つ い て のBiotypeをTable1に 示 した。混 在 型4株

に お け る β-lactamase産 生 お よ び 非 産 生 コ ロニ ー の

割 合 は そ れ ぞ れ2:6,5:11,1:7お よ び1:15と 一

定 で は な か っ た。ま た 混 在 型 コ ロ ニ ー のBiotypeは す

べ てII型 で β-lactamase産 生 お よ び 非 産 生 コ ロ ニ ー

間 で 差 は 認 め ら れ なか っ た。さ ら に β-lactamase産 生

ま た は 非 産 生 コ ロ ニ ー の み で 形 成 さ れ る 菌 株 で は

Table1の とお り1株 を除 きす べ てII型 と な り混 在 型

と同 様 な結 果 とな っ た。

2) H.influemaeの 混 在 型 株 の 各 コ ロ ニ ー の

ABPCお よ びCTX感 受 性

混 在 型 株 よ り分 離 し た β-lactamase産 生 の21コ ロ

ニ ー お よ び 非 産 生 の58コ ロ ニ ー のABPCお よ び

GTX感 受 性 累 積 分 布 をFig.2に 示 し た 。β-lactamase

非 産 生 コ ロ ニ ー のABPCに 封 す るMIC50は0.2μg/

ml,MIC100で も039μg/mlで 良 好 な感 受 性 を示 した,

β-lactamase産 生 コ ロニ ー で はMIC50で12.5μg/mL

MIC100で50μg/mlと 明 ら か に 射 性 を示 した 。 しか し,

CTXで け 両 コ ロ ニ ー と も にMIC50は0.05μg/mlと

優 れ た 感 受 性 を示 し た,

3) S.aureusの 各 コ ロ ニ ー の β-lactamase産 生

能,薬 剤 感 受 性三,Coagulase型

S.nrcusの 場 合,Fig.3の よ う に β-lactamase産

生 お よ び 非 産 生 コ ロ ニ ー の 混 在 し て い る 菌 株 は19株

中2株(11%)存 在 し,非 産 生 コ ロ ニ ー の み の 菌 株 が

3株(16%),産 生 コ ロ ニ ー の み に よ っ て構 成 され る菌

株 は14株(73%)で あ っ た.混 在 型 株 に お け る β-

lactamase産 生 コ ロ ニ ー の 出 現 の 割 合 はNo.348株 で

12コ ロ ニ ー 中3コ ロ ニ ー,No.2052株8コ ロ ニ ー 中 で

は1コ ロ ニ ー の み で あ っ た(Table2)。

次 に こ れ ら の コ ロ ニ ー のcoagulase型 別 は,β-

1actamase産 生 ま た は 非 産 生 型 の 株 で はVII型 が 中 心 で

あ っ た が,混 在 型 で は,β-lactamase非 産 生 コ ロニー一

で はIV型 お よ びIII型 で あ る の に 対 し,β-lactamase産

生 コ ロ ニ ー は と もにnontypeで あ っ た 。この よ うに 混

Table2. Isolation ratio of fl-lactamase producing colonies from clinical isolates of

S. aureus and coagulase type of each colony
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Fig.4. Drug-susceptibility of ƒÀ-lactamase-producing and non-producing colonies from co-existeing

strains of S. aureus

Fig.5. Isolation pattern of optochin-resistant colonies from

clinical isolates of S. Pneumoniae

1) Ampicillin
2) Cefazolin

3) Cefmetazole
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在 型 の β-lactamase産 生 コ ロ ニ ー と 非 産 生 ロ ニ ー

間 でcoagulase型 に 相 違 が あ る こ と,す な わ ら翼 な っ

た 生 物 型 を 示 す コ ロニ ー が 在す る点 は 興 味 の あ る事

実 で,H.intflnzaeの 場 合 と対 照 的 で あ る。

ま た,こ れ ら の 混 合 型 株 の コ ロ ニ ー 別 の 薬 剤 感 受 性

で はFig.4-1に 示 す と お り,ABPCに 対 し て はH.in-

flnneの 感 受 性 パ ター ン と同 様 β-lactamase産 生

コ ロ ニ ー は 耐 性 側 に β-lactamase非 産 生 コ ロ ニ ー は

感 受 性 側 に 分 布 し た。CEZに 対 し て も β-lactamase

産 生 コ ロ エ ー は 中 等 度 耐 性,β-lactamase非 産 生 コ ロ

ニ ー は 感 受 性 側 に 分 布 した 。 ま たCMZの 場 合 もCEZ

の 場 合 と同 様 な パ ター ン か 得 られ た が,両 者の 感 受 性

はCEZよ り も 差 か 少 な か っ た 。

4) S.Pneumoniaeコ ロニ ー の オ プ ト ヒ ン感 受 性

分 布 と薬 剤 感 受 性

S.pneumoniaeの 呼 吸 器 感 染 分 離 株 の コ ロ ニ ー 別 オ

プ ト ヒ ン感 受 性 に つ い て 検 討 し た 。Fig.5の と お り,

試 験 株50株 中,オ プ トヒ ン 耐 性 お よ び 感 性 コ ロ ニ ー の

混 在す る の は2株(4%/,耐 性 コロニーの みの もの

2株(4%),感 性 コロエー のみ の株 は46桝(92%)で

あ った。 混 在株に おけ るオプ トヒン耐 性 コ ロニーの出

現 の 割 合 は,感 性 コ ロ ニ ー7に 対 し て1で あ った

(Table3)。 また 上記 の 各群 よ り分離 された 木プ トヒン

耐性三お よび オプ トヒン感性 コ ロエ ーの オプ トヒン感受

性 は継代 に よ って変化 しなか った。

次 にFig,6に はS.pnamniueの 木ブ トヒン耐性

型 お よ び 感 性 型 の 各30菌 株 に つ い て.4種 の β-

lactam剤 に 対 す る感 受 性 を比 較 した 。ABPCに 対

して オプ トヒン耐 性 性ゐMIC50は313μg/mLMIC100

は12.5μg/mlに 対 し,オ ゾ トヒン感 性株 では,そ れぞ

れ0.025μg/ml以 下 お よび0.1μg/mlと 両辞 間 で顎著

な差が 認め られ た。CEZやCMZに 婦 す る感受性 につ

いて も同様 な傾 向が 認め られ た す なわ ち両薬剤に対

して オプ トヒン感 性株 はMIC50,が0,05～02μg/mlに

分 布す るが,オ プ トヒ ン耐 性 株 は3.13～25μg/mlと 中

等度耐 性域 に分布 した。さ らに,CTXに 対 しては.オ

Table3. Isolation ratio of optochin resistant colonies

of clinical isolates of pneumoniae
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1) Ampicillin

3) Cefmetazole

2) Cefazolin

4) Cefotaxime

Fig.6. Drug-susceptibility of optochin-resistant and-sensitive strains of S. pneumoniae

Fig.7. Isolation pattern of ƒÀ-lactamase-producing col-

onies from clinical isolates of B. catarrhalis

プ トヒン感性 株 はMIC100が0.2μg/mlと 全株 と も低

濃度 で発育 が 阻 止 され た が,オ プ トヒ ン耐 性 株 で は

3.13μg/mlと な った。以上,S.pneumoniaeの オプ ト

ピ ン感 受 性 と試 験 し た β-lactam剤 の 感 受 性 の 間 に は,

明 らか に 相 関 が 認 め ら れ た。

5) B.catarbbsの コ ロ ニ ー の β-lactamase産
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Fig.8. Drug-susceptibility of ƒÀ-lactamase-producing and non producing colonies from clinical isolates

of B. catarrhaLs

生 能

Fig.7にB.catarbalisに つ いての検 討結 果 を示 し

た。 こ の 結 果 か ら 明 ら か な と お り,本 菌 に は β-

lactamase産 生 コロニーお よび非産 生 コロニ ーの 混在

す る菌株 は認め られ なか った。 試験 した20株 中,β-

lactamase産 生 コロニーのみ の株 が18株(90%)と ほ

とん ど を占め残 り2株(10%)が 非 産生株 であ っ た。

Fig.8はB.catarbalisの β-lactamase産 生 コロニ

ー お よび非産 生 コロニー をそ れぞれ20個 分 離 し,増 菌

後 両群 コロニ ー のABPCお よびCTXに 対 す る感 受

性 を比較 した。ABPCに 対 しては,β-lactamase産 生

コロニ ーお よび非産 生 コ ロニー 間 で感受 性 が異 な り,

非産 生 コロニ ーか らの試験 株 では,0.1μg/ml以 下 で

全株 の増 殖が 阻止 され たが,β-lactamase産 生 コロニ

ー か らの菌株 では3 .13μg/mlで 阻 止 された。CTXで

はABPCほ ど顕 著 な差 は認 め られ なか った。

III. 考 察

日常 的 な臨床検 査 では 多数 の検 体 を迅速 に処理 し,

臨床 診断 と治療 の ために正確 な情報 を提 供 す るこ とが

使命 で あるが,実 際 には様 々 な混乱が 生 じる こ とが珍

し くな い4～8).

我 々は最 近,呼 吸器 感染 症の 患者 由来のH.influen-

zaeの 平板 上に 生育 した コ ロニー を注 意深 く観 察 した

ところ,コ ロニー 形 態がやや 異 な る ものが 混在す るこ

と,お よび コロニー間 で β-lactamase産 生能 が 異 なる

菌 株 を 認 め た。 検 討 したH. influenzaeの う ち β-

lactamase産 生 コロニー と非産 生 コロニ ーが共 存 す る

菌株 は33株 中7株(21%)と か な り高率 で あ った。 両

コロニ ー を それ ぞ れ分 離 して得 られ た菌 株 はABPC

な どの β-lactam剤 に対 す る感受性 に大 きな差 が あ り,

コロニー の選択 に よ っては抗 菌薬 の選 択 を誤 るこ とが

あ る。 また両群 の コ ロニー をそれ ぞれ分 離 し継代 を試

み たが,β-lactamase産 生 コ ロニー お よ び非産生 コロ

ニー か らはそれ ぞれ 同 じ性 状 の コ ロニーの みが分離さ

れ た。

同様 に β-lactamase産 生能 が あ る コロニー と,な い

コロニーの 共存 は例数 は少 な いが呼 吸 器感染症 の患者

よ り分 離 されたS.aureu5に も認 め られ た。 この場合,

共存 株 の β-lactamase産 生 コ ロニ ー のcoagulase型

は2株 と も型別不 能 であ った.一 方,こ れ ちの混在株

の β-lactamase非 産 生 コ ロニ ー のcoagulage型 はIV

型 またはIII型で あ った。この よ うな性状 はH.influen-

zaeの 場 合 と同様,継 代 に よ って変化 しなか った。以上

の結果 は,生 物学 的性状 の 異 な る混 在 コロニー株によ

る感染症 は 同一菌 種の2種 類 の菌株 に よ る感 染 とも考

え られ る、

次 に呼 吸 器 感 染 症 よ り分 離 さ れ たS.Pneimoniae

の コロニー レベ ルに おけ る オプ トヒン感 受性 を検討 し

たが,試 験 菌株 の2%は オプ トヒンに耐 性 と感性の コ

ロニー が共 存す る こ とを見 出 した。 同一 菌株 よ り得 ら

れた オプ トヒン耐 性 コロニー由 来株 は オプ トヒン感性

株 よ りもABPC,CEZ,CMZお よびCTXな どの各 β

-lactam剤 に例 外 な く耐 性 で両群 間 に明 らか な相違が

見 られ た。 これ らの オプ トヒ ン耐性 と薬剤感 受性 に関

す る成績 は小 栗 ち9)の成績 と同様 で あ ったが,オ プ ト

ヒン耐 性株 の検 出率 は我 々の成 績 が若 干高 い値 となっ

た。

2種 類の病 原菌 に よ る複数 菌 感染 は,一 般 に難 治性

感 染症 との 関連 にお いて論 議 の対 象 とな って きた10.11)。

今 回我 々 は呼吸器 感染 症 由来 の3菌 種 に おい て,同 一

1) Ampicillin 2) Cetotaxime
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菌種の 異種 コロニー に よる感染 の例 を指摘 した。 この

ような実 験結 果 は,ワ ー ル ドワ イ ドの医学 文献 検索 シ

ステ ム:MED LINEを 利用 し検 索 を行 ったが,過 去

に同類 の報告 は なか った。 この種 の 感染症 に対 す る対

応は,細 菌検 査 の能率 化や 迅速化 の 方向 にあ るの では

な く,む しろ それ とは逆行 す るか も知 れ ないが,病 原

菌分離,同 定の初 段階 に おけ る観察 力の 強化 とい うよ

うな基 本的 な問題 に 当面 す る。 我 々は さ らに各 種の病

原菌 につ いて,同 様 な問題 を解 明す るつ も りであ る。
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BIOLOGICAL PROPERTIES AND DRUG-SUSCEPTIBILITY OF DIFFERENT

COLONIES OF CLINICALLY ISOLATED BACTERIA

(I) BACTERIA CAUSING RESPIRATORY INFECTIONS

Intetsu Kobayashiu2), Miyuki Hasegawa1), Minoru  Nishide and Sachiko  Gote

Chemotherapy Division, Mitsubishi-Yuka Bio-Clinical Laboratories1),

3-30-1, Shimura, Itabashi-ku, Tokyo 174, Japan

Department of Microbiology, School of Medicine, Toho University2)

We investigated the biological properties of individual colonies of Haemophilus influenzae, Strepto-

coccus pneumoniae, Branhamella catarrhalis and Staphylococcus aureus isolated from patients with

respiratory infections. In 7 of the 33 strains, ƒÀ-lactamase-producing colonies co-existed with non-ƒÀ

-lactamase-producing colonies
. The ratio of the two types differed among these seven strains. Beta

-lactamase-producing colonies of the strains were resistant to ampicillin (MIC
, 12.5 25pg/ml), but

the non-g-lactamase-producing colonies were susceptible to the drug (MIC, 0.20-0.39pg/ml).

Similar results were also obtained for S. aureus. In the case of S. pneumoniae, optochin-resistant

colonies co-existed with -sensitive colonies in some of the strains tested, and most optochin-resistant

colonies were resistant to ampicillin, cefazolin, cefmetazole and cefotaxime. In contrast the optochin

-susceptible colonies were susceptible to these drugs . There were no differences in biological

properties among colonies of the clinical isolates of B. catarrhalis. These results suggest that

attention should be paid to the colony selection of bacterial specimens isolated from patients with

respiratory infections, for the determination of drug-susceptibility.


