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各種の臨床材料より分離 したPseudomonas aeruginosaの 各 コロニーについて,生 化学的お

よび生物学的性状 ならびに薬剤感受性 を検討 し,次 の結果を得 た。試験菌株(138株)の う

ち,異 なった性状(異 種色素の産生,色 調の濃淡,R型 とS型)を もっコロニー を含 む菌株

が48株 存在 した。 これ らの48株 のうち,2種 以上 の血清型 のコロニーが混在 する菌株 は17

株(35.4%)認 め られた。 しか し,コ ロニー性状が同一の90株 では,こ のような異種の血清

型 をもったコロニーの混在 はまったくみ られなかった。異種の血清型 コロニーが共存する各菌

株において,一 般的に血清型の組み合わせ,血 清型の種類などに一定の傾向 は認められなかっ

た。 しか し,異 種の色素を産生するコロニーが共存する菌株 では,血 清型がnon-typeの コ ロ

ニーの出現傾向が認められた。 さらに異種の血清型コロニーの共存する菌株において,各 々の

異種 コロニー間でゼラチン液化能が異なることが多 く,そ の他の生化学的性状ではウレアー

ゼ,キ シロース反応が異なることが あった。血清型および コロニー性状の異な る4株 の うち,

2株 の異種 コロニー間でβ-lactamase産 生能が大 きく相違 した。 また,各 種の β-ラ クタム薬

に対 する感受性 に も4倍 以上の相違がみ られた。同様 な事実 はア ミノ配糖体(gentamicin ,

sisomicin)感 受性 についても観察された。
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緑膿 菌 はPseudomonas属 の中 で 臨 床 材 料 よ りの分 離 頻

度 が最 も高 く,難 治 性 感染 症 の起 炎菌 として 重 要 な病 原 菌

で あ る こ とは周知 の とお りで あ る。前 報 で我 々 は呼 吸 器感

染症 よ り分 離 され たHaemophilis influenzae, Streptococ-

cus pneumoniae,Staphylococcus aureusで は生物 学 的性 状

が異 な る コ ロニ ー が共 存 す る菌 株 が 存 在 す る こ とを認 め,

これ らの コ ロ ニ ー 間 で は β-lactamaseの 産 生 能,薬 剤 感

受 性 な どが 大 き く相 違 す る こ と を報 告 した1)。 ま た緑 膿 菌

の β-lactamase産 生 量 に対 す る誘 導 剤 の影 響 の 検 討 結 果

で は,こ の細 菌 の誘 導 剤 に対 す る反 応 が 多様 で あ る こ とを

報 告 した2)。 この よ う な事 実 を も とに して緑 膿 菌 の 各 種 の

臨床 分離 株 の コ ロニ ー間 の生 物 学 的 性 状 を 検討 し,知 見 を

得 たの で報 告 す る。

I.材 料 お よ び 方 法

1)試 験 菌 株

1988年1月 ～10月 の 間,国 内 の40以 上 の臨 床 機 関

に お い て,上 気 道,下 気 道 の 呼 吸 器 感 染 症 や慢 性 尿 路

感 染 症 お よ び 皮 膚 軟 部 組 織 感 染 症 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Pseudomonas

aeruginosaの 多 数 株 に つ い て検 討 した 。

2)使 用 薬 剤

Piperacillin(PIPC富 山 化 学),sulbenicillin

(SBPC武 田 薬 品),cefsulodin(CFS武 田 薬 品),ce-

foperazone(CPZ富 山 化 学),ceftazidime(CAZ日

本 グ ラ ク ソ),imipenem(IPM万 有 製 薬),aztreo-

nam(AZT日 本 ス ク イ ブ),gentamicin(GM日 本

シ ェ リ ン グ),sisomicin(SISO山 之 内 製 薬),ofl-

oxacin(OFLX第 一 製 薬)

以 上,力 価 の判 明 し た10薬 剤 を使 用 した 。

3)分 離 培 養 お よ び 同 定

*東 京都板 橋区志村3 -30-1
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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 ト培地(BBL),CLED寒 天

培 地(OXOID),EG寒 天 培 地(栄 研)を 用 い,

35℃,18～48時 間 で培 養 を行 った。培 養後,CLED

培 地上 に発育 したコロニーをそれぞれ無作為 に8～16

個 釣菌 し,グ ラム染色性 を確認 した後,各 種性状試験

による同定名 の決定を行った。すなわち,釣 菌 したコ

ロニー をTripticase soy寒 天 培地(BBL)に 純 培養

させ,ブ ドウ糖非発酵菌同定用キッ ト"バ イオテス ト

2号(栄 研)",ア シルア ミダーゼ試験および色素産生

能 により,P.aeruginosaと 同定 した。

4)緑 膿菌のコロニー性状の判定 と分類

分離平板上の緑膿菌 をコロニーが産生したピオシア

ニン,フ ローレッセイン,メ ラニン等の色素 により分

類 した。 また,こ れ らの色 素の色調 の強弱 を判定 し

た。また コロニー形態 をラ フ型(R),ス ム ー ス型

(S)に 分 類 した。

5)血 清型別試験

血清型別試験 はモノクロナール抗体を用いたメイア

ッセイ緑膿菌(明 治製菓)に よるスライ ド凝集法3)で

測定 を行 った。

6)β-lactamase活 性 の測定

既 法2)と 同様 に測定 した。すなわ ち,培 養後,集

菌,洗 浄 した菌懸濁液 を超音波処理 により破壊 した。

この液 を酵素液 とし,CERを 基 質 として,水 解速度

を260nmに お け る紫外 部吸収 の変 化 によって求 め

た。試験菌のβ-lactamase活 性 はLowry法 に よって

求 めた単位 蛋 白当 り,1分 間 にCERを1μmole分

解 した場合 を1単 位 とした。

7)MIC測 定 法

日本化学療法学会標準法4)に 準 じた寒天平板希釈法

によって測定 した。

II. 結 果

1)異 種 の血清型 コロニー混在株の出現頻度

臨床分離P.aeruginosa138株 において,分 離平板

上で肉眼的 に異なるコロニーが混在する株 と単一のコ

ロニーのみ分離 され る株 に分類 した(Table1)。 すな

わちこれ らは産生色素の相違,色 調の強弱,R型 かS

Table 1. Isolation frequency of strains which formed colonies with multiple kinds of serotype from clinical iso-

lates of Pseudomonas aeruginosa

Table 2. Isolation frequency of strains which formed colonies with multiple kinds of serotype in 48 strains of

Pseudomonas aeruginosa with different colony appearance or morphology
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Table 3. Isolation frequency of Pseudomonas aeruginosa strains which formed colonies

with multiple kinds of serotype from various specimens

Table 4. Kinds and ratio of serotypes of Pseudomonas aeruginosa strains which

formed colonies with multiple serotypes

a) Strains which formed colonies with two types

Non: non-type

b) Strains which formed colonies with three types

Non: non-type
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型か とい う点か ら分類すると,コ ロニー性状が単一の

菌株 は138株 中90株(65.2%),性 状 の異なるコロニ

ーが存在する菌株 は48株(34
.8%)で 異 種 のコロニ

ーを含む菌株が比較 的高率 に存在す ることが判明 し

た。

このようなコロニー と血清型の相関をみると,コ ロ

ニー性状が単一な90株 はすべて血清型 は1種 類 であ

った。一方,複 数 のコロニー性状 を示 す48株 で は,

血清型が単一の株は31株(64.6%)で,残 りの17株

(35.4%)は 異種の血清型のコロニーが共存 していた。

この17株 の うち2種 類 の血清型の株が13株,3種 類

の血清型をもつ菌株が3株 存在 した。すなわちコロニ

ー性状の異なる分離株では
,か な り高率に血清型の異

なるコロニーが共存することが認 められた。

2)異 なったコロニー性状をもつ菌株 における異種

血清型混在株の出現状況

Table2は 異 な ったコロニー性状 を示す48株 のコ

ロニーを色素,色 の濃淡,R型 とS型 これ らの混合

というように分類 し,そ れぞれの群について,血 清型

混在株の出現率 を検討 した。異種の複数の色素 を産生

す るコロニーが共存す る菌株(A)で は8株 中3株

(37.5%),RとS型 のコロニーが共存す る菌株(C)

で は10株 中4株(40%)が 異 種血清型 の混在株であ

った。色調の濃淡のある株(B)で は このような混在

株 はなかった。次 にコロニー性状が(A)と(C)の

コ ロニー をもつ株 で は15株 中8株(53 .3%),(A)

と(B)と(C)の コ ロニーを もつ菌株2株 は共 に異

種の血清型が混在する菌株であった。

Table 5. Main biological characteristics of colonies with multiple serotypes isolated from each strain of

Pseudomonas aeruginosa
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以 上 のとおり,コ ロニーの色調の濃淡は異種の血清

型の混在株 の出現 と関係がなかったが,色 素の相違お

よびR型 とS型 という形態 の異な るコロニーが共存

する場合は,血 清型混在株が高率に出現することが認

め られた。

3)異 種の血清型 コロニーの混在株の臨床材料別由

来

コロニー性状の異なる菌株のうち,異 種の血清型 コ

ロニーが共存す る菌株の検出率 を材料別に比較 した。

Table3の とおり,喀 痰,尿,膿,耳 漏よりの検出率

は31.3～40.4%と な り,各 試料間でそれほ ど大 きな

相違はな く有意差は認められなかった。

4)異 種血清型 コロニー混在株における血清型の種

類 と割合

異種 の血清型 コロニーの混在株 はTable4の とお

り,2種 類 のコロニーよりなる菌株 と3種 類のコロニ

ーよりなる菌株がある
。 またa)の2種 類の混在株 は,

コ ロニ ー 性 状 に よ って6タ イ プ に分 類 で ぎ る。

Table4-a)の とお り,各 菌株 の コロニー性状の特徴

と共存するコロニーの血清型 との間には関連 はみ られ

なかった。 また各菌株中の異種コロニーの割合にも一

定の傾向がみられなかった。 また3種 のコロニーより

なる菌株についてもコロニー性状 と血清型,異 種コロ

ニーの割合などに相関はみられなかった。

5)同 一菌株より分離 された血清型の異なるコロニ

ーの生化学的性状

2種 以上の異種の血清型 コロニーが共存する9菌 株

について,そ れぞれのコロニーの生化学的性状を比較

した(Table5)。5種 類の生化学的性状のうち,ゼ ラ

チン液化能 は9株 中7株 のコロニー間で相違がみられ

Unit:U/mg・protein

Fig.1.β-lactamase activity of each colony isolated from 7

Pseudomonas aeruginosa strains which formed colonies with multi-

ple serotypes.
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た。 これに次いでウレアーゼ反応が9株 中5株,キ シ

ロース反応では4株,マ ンニ トール反応では2株 のコ

ロニー間で相違がみられた。以上の結果から明 らかな

とお り,一 つの菌株中に共存する異種の血清型のコロ

ニ ー間で,ゼ ラチン液化能,ウ レアーゼ反応が比較的

高率に相違す ることが認め られた。

6)β-lactamase活 性

尿 また は喀痰 よ り分離 され たP.aeruginosaの う

ち,コ ロニー性状お よび血清型が異な る7株 につい

て,そ れぞれのコロニーのβ-lactamase活 性 を検討

した。Fig.1の とお り7株 中5株 で は,形 態 および

血清型の異なるコロニー間で β-lactamase活 性 に大

差はみられなかった。 しか しNo.324お よ びNo.342

株 で は,共 存す る異種 コロニーの β-lactamase活 性

に大 きな相違が認められた。尿由来のNo.324株 中 の

血清型Eお よびCの コロニーでは,前 者の β-lacta-

mase活 性1.46unit/mg proteinに 対 して,後 者では

77.6unit/mg proteinで あ った。No.342株 の3種 の

コロニー間で も同様 にβ-lactamase活 性 に大 きな差

がみられた。

7)薬 剤感受性

コロニー形態 と血清型が異なるコロニーが共存する

4株 について,β-ラ クタム薬7種 お よびア ミノ配糖体

薬2種,ニ ューキノロン薬1種 の計10薬 剤 の薬剤感

受 性 を検 討 し た。Table6の と お り,尿 由 来 の

No.238の 菌 株で は,血 清型Bお よびMの コロニー

はEに 比較 して β-ラ クタム薬 に対 して若干耐性 とな

った。喀痰由来のNo.332株 は前者 とは異な り,血 清

型が異なっても薬剤感受性 にはほ とん ど差 は認められ

なかった。No.324の 尿 由来株 では,血 清型Cの コロ

ニーはEよ り全般的 に耐性傾 向でア ミノ配糖体薬剤

に対 し顕著であった。No.342の 株 については,3種

の血清型 が存在 し,CAZ,IPM,AZT,OFLXを 除

く薬剤に対する感受性 は異 な り,C型,non-type,B

型 と耐性であった。 また全株共通 してOFLXに は薬

剤感受性の異なるコロニー は認められなかった。

III.考 察

前報において,呼 吸器感染症 の起炎菌 として分離 さ

れたH.influenzaeお よびS.aureusな どでは β-lac-

tamase産 生 能,S.pneumoniaeで はオプ トヒン産生

能などの生物学的性状が異なるコロニーが共存する菌

株が存在することを報告 した1)。これは異種の菌種 に

よる複数菌感染 と同様,生 物学的性状 の異なる同一菌

種による混合感染 と考 えられる。

本報ではP.aeruginosaに つ いて同様な検討 を行 っ

た。P.aeruginosaの 場 合,重 症感染症 また は複数菌

感染の起炎菌 として,複 雑な感染症 との関わ りが強

く5～8),コ ロニー レベルで はIndirect pathogenと し

ての共存等かな り複雑 な現象が存在するもの と予想 さ

れ た。 さ きに我々は,Pseudomonas属 間 で、β-lacta-

mase産 生 能 または誘導能に大 きな差異があるととも

に,菌 株間で もβ-lactamase誘 導 剤に対 する反応 が

かな り異なることを報告 した2)。このような現象の原

因には同一菌株に異なった性状をもったコロニーの共

存が考えられる。

異種 の色素産生,色 調の濃淡,R型 とS型 などの

コロニー性状の判定は病原菌の分類 と決定の原点であ

る.特 に疫学的な調査では病原菌の血清型は重要な判

定因子である。本報の結果では,P.aeruginosaの 同
一の菌株でもコロニーの形態などの性状の相違 と関連

して血清型が異なる2～3種 類のコロニーが混在す る

ことが判明 した。 このような事実 は当然疫学的調査の

結果に影響 を与えるものと考 えられる。

またコロニー形態の相違は単に血清型 との関連のみ

でな く,一 部の菌株ではβ-ラ クタム薬お よびア ミノ

配糖体薬の感受性に も関連 した。 これらに対する薬剤

感受性が コロニー間で100倍 以 上相違する例があ り,

薬 剤選択 に充分な配慮が必要である。

なお,本 文中には記さなかったが,一 臨床材料中に

共存 したこれらの血清型の異なるコロニーを抗菌剤含

有お よびブ リーの培地で継代培養 を5回 繰 り返 した

が,色 調の強弱 に差が生 じたコロニーが出現 したが,

血 清型別 は変化しなかった。 この結果か ら,感 染部位

に血清型の違 う性状の異なる複数の緑膿菌が存在する

可能性が示唆 された。

また実際に我々 は,緑 膿菌感染症患者の投与前試料

か ら分離 された緑膿菌 と投与中および投与後に検出 さ

れた緑膿菌では血清型お よび薬剤感受性が異なる症例

を経験 している。 このような現象は前述の可能性 を裏

づけるもの と考えられる。 したがって,臨 床材料から

緑膿菌を分離する場合,そ の色素の形態に充分注意 し

以後の検査を進める必要があると思われる。

以上のとおり,臨 床分離のP.aeruginosaの 異 種 コ

ロニーの共存 とその問題点 を述べたが今後 はその他の

病原菌について検討 を加える予定である。
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BIOLOGICAL CHARACTERISTICS AND DRUG-SUSCEPTIBILITY OF

CLINICALLY ISOLATED BACTERIA IN COLONY LEVELS

Intetsu Kobayashi1,2), Miyuki Hasegawa1), Utsuki Uchino1),

Minoru Nishidal,2) and Sachiko Goto2)
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We investigated the biological characteristics and drug-susceptibility of 138 strains of
Pseudomonas aeruginosa isolated from various clinical specimens. Of the individual colonies formed ,
48 differed in pigment, color density and colony type, and strains with different serotypes accounted
for 17 of these. In contrast, no difference in serotype was found among 90 strains which formed

colonies with uniform biological characteristics, and there was no correlation between serotype and
colony type among the strains with different biological characteristics. Moreover, in the strains

producing different pigments, many colonies were non-typable with regard to serotype. Among the
strains forming two different colony types, each pair also differed in the ability to liquefy gelatin,
and some of these also differed in their acid production from xylose and urease production. In

particular, two strains which formed colonies of different serotype and with different biological
characteristics differed markedly in their f-lactamase activity and susceptibility to the f-lactams
and 2 aminoglycosides tested.


