
富山医科薬科大学看護学会誌 第 6 巻 1 号 20 05

環境由来およ び ヒ ト由来緑膿菌の バ イオ フ ィ ル ム 形成能と

消毒薬感受性に関する研究

片田裕子
1)

, 佐藤美友紀
1)

, 今西信子
2)

, 吉井美穂
3)

, 落合 宏
1)

1 )

富山医科薬科大学医学部看護学科人間科学 1

2 )

同医学部和漢診療学講座

3)

富山医科薬科大学医学部看護学科基礎看護学

要 旨

医療環境 よ り緑膿菌 の 分離を試み ,
バ イ オ フ ィ ル ム 形成能と消毒薬 に 対する感受性を ヒ ト由来

菌と比較 しなが ら検討 した. 県内 5 医療 ･ 保健施設 の ナ ー ス ス テ ー シ ョ ン 蛇口1 5 箇所､ 排水 口12

箇所お よ び尿器洗 い 場と風呂場 の 各 1 箇所, 計29 箇所 の うち21 箇所より緑膿菌が分離され た ( 分

離率7 2 . 4 % ) . 環境由来21 株 の うち20 株お よ び ヒ ト由来1 0 株全 て が バ イ オ フ ィ ル ム 形成能 を有し

て い た .
こ れら の 菌を ,

テ フ ロ ン シ ー ト付着性S C ( バ イ オ フ ィ ル ム 形成状態) と浮遊性F C に 区

別して
,

塩化 ベ ン ゼ ト ニ ウ ム B Z C (0 .1 % と0 .2 % ) , グ ル コ ン 酸ク ロ ル へ キ シ ジ ン C H D (0 ･1 % と

o .5 % ) および グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ( 2 % ) の 殺菌作用 に対する感受性を調 べ たと こ ろ
, 前 2 者 の

消毒剤 で は
,

60 分以下で接触時間が短く なる に伴 い
,

F C に比 べ S C は, よ り低感受性 で あり, か

っ そ の 傾向は と 卜由来菌 に より顕著で あ っ た
.

こ れ ら の こ と よ り,
ヒ ト由来菌は環境 に戻す こ と

ば回避す べ き で あ る こ と
,

ま た感染予防対策上環境汚染緑膿菌 の 撲滅が必要とされた場合, 少な

くと もB Z C で は0 .2 % を
,

またC H D で は0 .5 % を用 い
, 60 分以上 の 放置す べ きも の と考えられた.

キ ー ワ ー ド

緑膿菌,

バ イ オ フ ィ ル ム
, 消毒薬, 環境汚染

l . は じめ に

緑膿菌 P s e u d o m o n a s ( P s .) a e r u gi n o s a は
,

芽胞非形成ブ ド ウ糖非発酵 ( 好気的 に の み ブ ド ウ

糖を分解す る) グ ラ ム 陰性梓菌 で
, 菌体 の

一

端に

1 - 2 本 の 鞭毛を有し運動性を示す
1)

. 種名 に あ

る ｢ a e r u gi n o s a ｣ は緑色 の さ び ( 緑青) を意味

し, 典型菌 の 集落 は緑色を呈し芳香族特有 の 臭気

をだす
1)

. 自然界 に広く 生息する い わ ゆる環境汚

染菌 の 代表的存在 で あり , 河川水, 湖水, 汚水,

土中な どから, 生活環境 , 特に湿潤な箇所 に見 い

出さ れ,
とき に は健康人 の 常在細菌叢とし て棲息

し て い る
. 特 に病院や介護施設 に おけ る生息箇所

に つ い て は, 流し
, 消毒液や医薬品の 容器 ･ 保存

棚 ( 時 に消毒液 そ の も の) , 吸入装置, 食物 ( 特

に青果物) , 花器水や生花な どか ら の 分離報告が

ある
2)

.

一 般的 に , 細菌は, 自己 の 棲息 に と っ て 不利な

環境 に おかれた場合, 隣接 した菌が互 い に凝集し

一 塊とな っ て存在 して い る
.

こ の 凝集 に は
, 細菌

が産生す る多糖体が関与 し,
そ れ に菌は付着す る

よう に集まり, 膜層即ち バ イ オ フ ィ ル ム が形成さ

れ る.
こ の よ うな バ イ オ フ ィ ル ム 形成 は, 自然界

に生息 して い る細菌 の 普遍的な姿と認識さ れ て き

て い る .

一 方,

バ イ オ フ ィ ル ム 形成 は消毒薬耐性

と関連し て い る報告が あ る
3)~ 5)

. しか しなが ら,
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病院 ･ 介護施設から分離された緑膿菌 の バ イ オ フ ィ

ル ム 形成能や消毒薬感受性 に関す る研究 は な い
.

緑膿菌 は元来病原性は低く, 主に 日和見感染起

炎菌と して 易感染性宿主 に感染を起こすが
,

そ の

病像 は
, 軽症か ら致死的なも の ま で , 宿主 の 抵抗

力に依存 して様々 で あ る とされ て い る . しか しな

がら, 米国C D C に よ る病院感染 の 全国調査 (1980 -

1992 年) をみ る と
, 緑膿菌感染 は退院10 ,000 回あ

たり36 回起 こ り, 院内感染全体 の 9 .9 % を占め,

院内感染起炎菌とし て大腸菌, 黄色 ブ ド ウ球菌,

腸球菌 に次 い で第 4 位を占め て おり, 院内感染対

策上, 決して無視で きな い 重要菌として リス ト ア ッ

プ さ れ て い る
2 )

. さ ら に, 本菌 は常用抗生物質や

消毒薬 に自然耐性を示すもの が多く , 治療や感染

予防 に は難渋を覚悟しなけれ ばならな い こ とが指

摘され て い る
2 )

.
こ の よ うな多彩な生息場所や菌

の 持 っ 特性か らして
, 看護領域 に と っ て も重要な

菌で あ る
.

こ の よ うな背景 の もと
, 本研究で は

,
まず医療 ･

保健施設環境から緑膿菌 の 分離を試み
, 分離緑膿

菌株 の バ イ オ フ ィ ル ム 形成と消毒薬感受性と の 関

連性を ヒ ト由来緑膿菌と比較しながら検討 した.

ll
. 研究方法

1 . 緑膿菌分離 の対象施設, 分離箇所および分離

期間

富山県内 の 5 医療施設 ( A - E) を対象と し た
.

そ の 内訳 は
,
2 病院 ( 8 病棟) , 1 研究施設お よ び

2 老人保健施設 で あ る
.

そ れ ら の施設内 の ナ
ー

ス

ス テ ー シ ョ ン 内 の 手洗 い 場, 器具洗浄場 の 蛇 口周

囲お よ び排水 口 よ り分離を試みた
.

一 施設 で は,

尿器洗 い 場と風呂場から の 分離も加え た. 分離期

間は2002 年6 月26 日か ら9 月10 日 で あ っ た. 分離

に際し て は, 調査目的, 実施内容, 方法, 結果 の

公表 な ど に つ い て 文書お よ び 口頭で説明を行 い
,

そ の 結果了承を得た施設 に お い て 行われ た .

2 . 検体 の 採取お よび菌の 培養と同定

生理的食塩水 ( 生食水) を綿棒 に つ け採取場所

を十分拭き取 っ た 後, 緑膿菌分離培地 ( 緑膿菌分

離用N A C 寒天培地 : 日水) お よ び普通 寒天培地

に塗布 し
,
3 7

o

C で培養 した
. 使用 した生食水, 棉

- 46 -

棒, 容器 は全て滅菌 したも の を使用 した . 緑膿菌

分離培地 に 増殖 した菌 は , 緑膿菌 同定 パ ネ ル

( D A D E - B e h ri n g) お よ び チ ト ク ロ ー ム オ キ シ

ダ ー ゼ テ ス ト に よ る生化学的性状 に加え緑膿菌特

異的 16 S r R N A 遺伝子 の 検出を行 い 同定し た
.

緑膿菌と同定され た分離菌株 は
,

ミ ュ
ー

ラ
ー

｡ ヒ

ン ト ン ･ ブ ロ ス ( M H B
,

D I F C O ) に接種し
,

37
o

C で
一

晩培養し以下 の 実験 に用い た. 得られ た

新鮮培養液 の
一 部 は, グリ セ ロ

-

ル 培地 に移 し

-80 ℃ で凍結保存した. ま た パ ー ム ス タ ン プ チ ェ ッ

ク ( 環境微生物検査用培地添付資料 日研生物医学

研究所) の 汚染度指標をもと に検体から得られ た

緑膿菌分離培地上 の 汚染度 ( 重度, 中等度お よ び

軽度) を判定した.

3 . ヒ ト由来緑膿菌

富山医科薬科大学附属病院検査部細菌検査室 よ

り分与を受けた種々 臨床材料由来 の 緑膿菌 10 株

を用い た
.

4 .

バ イオ フ ィ ル ム 形成試験

M H B
一 晩培養菌を遠心 (3 000 回転,

1 0 分) し

集菌した. 生食水 に て 2 度遠心洗浄後, そ の 菌体

を滅菌医療用 テ フ ロ ン シ ー ト ( テ ラ オ カ) , 1 c m X

I c m
,
2 枚を入れ た 0 .2 % グ ル コ ー

ス 含有生食水 に

浮遊さ せ
,
3 7

o

C に放置した
6)

. 7 日後 , テ フ ロ ン

シ ー ト の 1 枚 を取り出し, 1 .5 % グ ル タ
ー

ル ア ル

デ ヒ ド次 い で 1 % オ ス ミ ウ ム 酸で 二重固定し
,

エ

タ ノ
ー

ル に て脱水後, 第3 級 プチ ル ア ル コ ー ル に

置換し乾燥し た試料を金蒸着し
, 走査型電子顕微

鏡 に て 観察し た . 観察 の 結果,
テ フ ロ ン シ

ー ト に

付着菌が認め られ たも の を バ イ オ フ ィ ル ム 形成菌

と し た . さ ら に
, 残り の 1 枚 の テ フ ロ ン シ

ー ト を

生食水 に移 し強力 ボ ル テ ッ ク ス 処理 に よ り得られ

た菌を付着性 菌 s e s sil e c ell ( S C ) と した
. ま た ,

テ フ ロ ン シ ー ト に付着せ ず浮遊して い た菌を浮遊

性菌fl o ati n g c ell ( F C) と した
6)

.

5 . 消毒薬感受性試験

(1)使用消毒薬と使用濃度

第四 ア ン モ ニ ウ ム 塩系消毒剤塩化 ベ ン ゼ ト ニ ウ

ム ( B Z C , l o w / v % - イ ア ミ ン
,

三 共) ,
ビ グ

ア ナ イ ト系消毒剤 グ ル コ ン 酸ク ロ ル へ キ シ ジ ン

( C H D
,

5 w / v % ヒ ビ テ ン 液 ; 住友製薬) , お よ び

ア ル デ ヒ ド系消毒剤 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド ( G A
,
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2 0 w / v % ス テ リ - イ ド ; 丸石製薬) を用 い た ･
こ

れ ら の 消毒剤 は
,

B Z C は0 .1 % お よ び0 ･2 %
,
C H D

は 0 . 1 % お よ び 0 .5 % ,
ま た G A は 2 % に な る よ う

に滅菌蒸留水で 希釈して 用い た
7 卜9)

(2)殺菌効果 の 測定 : S C 菌液お よ びF C 菌液を そ れ

ぞれ適宜希釈し
, 所定濃度 の 消毒薬液 に接種した･

こ の 際, 常法 に従 い
, 作用温度 は 2 5

o

C と した
･

そ の 後,
1 5 , 30 , 6 0

,
1 20 お よ び 180 分 に菌液 の 5

o il B を採取し,

一 般細菌検査用寒天培地 ( 栄研)

に塗布 し
,
3 7

o

C
一 晩培養後,

菌集落数(S) を算定

した
. 各接触時間毎 に

, 消毒薬非含有生食菌液 に

お い て も同様 に集落数(C) を算定 し
, 計算式S/ C

x l OO に よ り,
生残率( % ) を求め た.

6 . 統計学処理

st u d e n t の t 検定 を用 い P ≦0 .01 を有意水準と

した .

= . 結果

1 . 施設内環境から の緑膿菌分離状況

県内5 医療 ･ 保健施設 の 主 に ナ
ー

ス ス テ - シ ョ

ン 手洗 い 場の蛇口 ハ ン ド ル と排水 口
,

尿器洗 い場

お よ び風呂場 の 計 2 9 個所 か ら の 緑膿菌 の 分離状

況を表 1 に 示した
.

A 施設 に お い て は
,

蛇口 - ン

ド ル と排水 口 の 2 箇所 の うち後者か ら緑色色素産

生性緑膿菌が分離 さ れた. さ ら に尿器洗 い 場お よ

び風呂場 の 2 箇所か ら検体を採取し分離を試み た

が,
そ こ か らは色素非産生 の 緑膿菌が分離され た ･

B 施設 に お い て は , 手洗 い場 の 蛇口 - ン ド ル と排

水口 よ り採取 した各2 検体計 4 検体全 て か ら緑膿

菌が分離され
,

そ の うち の 2 検体か らの菌 は緑色

色素を産生し, ま た 1 検体か ら分離され た菌は黄

色色素産生菌 で あ っ た . C 施設で は
, 手洗 い 場 の

蛇口 ハ ン ド ル と排水 口各 5 箇所計10 箇所よ り分離

を試みた .
こ の うち蛇口 - ン ド ル か ら の 5 検体全

て から
, 緑膿菌分離培地で 集落形成が みられたが

,

同定試験 の 結果, 類緑膿菌属とな っ た
･

しか しな

がら, 残り の 排水 口由来 5 検体 の 全て か ら色素非

産生緑膿菌が分離さ れた .
D 施設 で の 手洗 い ハ ン

ド ル か ら採取した 6 検体 の うち
,

3 検体から緑膿

菌が分離さ れ, うち 1 検体 よ り黄色色素産生菌が

分離された .

一 方, 排水 口 で は, 5 検体全て か ら

緑膿菌が分離され ,
そ の うち 1 検体由来菌は緑色

色素産生性 で あ っ た .
E 施設 で は, 手洗 い 場 の 蛇

口 ハ ン ド ル と排水 口各 1 箇所計 2 箇所 よ り分離を

試み, す べ て の 検体 よ り色素非産生緑膿菌が分離

され た.

上記 の よ う に
,

5 施設 の 蛇口 - ン ド ル 15 検体

の うち 7 検体から菌が分離さ れた ( 分離率47 % ) ･

ま た排水 口 で は 12 検体全て か ら分離され た ･ 他

2 箇所 の 緑膿菌分離陽性 2 検体を加え る と
, 分離

率は 7 2 .4 % に達した.
こ れら の 検体か ら得られ た

表 1
.

施設 か らの 緑膿菌分離状況 と分離株の 色素生産性

施設内部署別 に み た 緑膿菌の 分離状況 と色素産生性
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図 1 ･ テ フ ロ ン シ ー ト に形成された緑膿菌 の バ イオ フ ィ ル ム

A : バ イオ フ ィ ル ム 像 ( ×180)
B : バ イオ フ ィ ル ム 中の緑膿菌 ( ×5 , 000)

緑膿菌分離培地上 の 集落数 に よ る汚染度指標 に よ

れ ば
, 1 施設 は

, 全て の 分離場所 で重度汚染, 他

の 4 施設 は
, 軽度 の 汚染と推定され た

. ま た
, 負

素産生性か らみ て も, 多様な緑膿菌が環境 に生息

して い る こ とが示唆さ れた
.

2 ･ 環境由来緑膿菌お よび ヒ ト由来緑膿菌の バ

イオ フ ィ ル ム 形成能

環境由来緑膿菌2 1 株 の バ イ オ フ ィ ル ム 形成能を

み る と, 1 株を除き20 株が バ イ オ フ ィ ル ム 形成能

が ある こ とが確認され た. ま た
,

ヒ ト由来菌 で ほ

1 0 株全て が バ イ オ フ ィ ル ム 形成能を有し て い た
.

走査電子顕微鏡 に よ り典型的な バ イ オ フ ィ ル ム お

よ び バ イ オ フ ィ ル ム 中の 緑膿菌 の テ フ ロ ン シ
ー ト

付着像を図1 に示 し た
.

3 ･ 環境由来およ ぴヒ ト由来緑膿菌 の 消毒薬感

受性

環境由来緑膿菌 の うち バ イ オ フ ィ ル ム 非形成 の

1 株を除く20 株を用 い
, S C お よ びF C に分け て

,

消毒薬 の 感受性を殺菌試験 で 検討した. 図 2 に示

し た 生残率 は2 0 株 の 平均値 で あ る
.

1 2 0 分以 上 の

処理 で は
,

ど の 消毒薬 の ど の 濃度 に お い て も S C

とF C の 区別なく生残率 は 0 % で あ っ た
. しか し

,

60 分以 内と消毒薬と の 接触時間が短く な る と
,

F C に 比 べ S C が の 生残率が 高 い 傾向 が 認 め られ

た . 特 に
, B Z C ( 0 .1 % ) 30 分接触 の 生残率を み

る と
,

S C の 6 0 .3 % に対 して F C は4 0 .1 % で あり
,

0

o

o

8

8

4

(

%
)

併

載
胡

e

軒

1 5 3 0 6 0 1 5 3 0 1 5 3 0

消毒轟接点時間 (分)

図 2
. 環境由来緑膿菌S C お よぴF C の 各種消毒薬 に

対する感受性 * *

p < o .o 1

ま た60 分接触 で は , S C の 2 2 . 7 % に 対 して F C は

1 1 ･ 7 % と い ずれ有意 に S C が高 い 生残率を示 した
.

さ らに
, B Z C ( 0 . 2 % ) の1 5分接触で は

,
S C の7 9 . 9 %

の 生残率 に 対しF C は59 .2 % と,
こ の 場合も有意

に S C が高生残率 を示 した
. C H D の 場合 , 0 .1 %

の1 5 分接触 で , S C の 96 .1 % の 生残率 に対 しF C は

7 7 ･6 % , ま た 0 . 5 % で は
,

1 5 分処理 お よ び 3 0 分処

理 の S C とF C の 生残率 は, そ れ ぞ れ 1 3 .4 % 対1 2 .5 %

お よ び 5 .0 % 対 0 % と
,

い ずれ の 場合も S C の 生

- 48 -
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残率が有意 で 高か っ た . しか しなが らG A に お い

て は
,

S C お よ びF C と も に 1 5 分 の 接触 で わずか に

生残 は認め られ たが両菌群 に有意差 は なく, 接触

時間が30 分以 上に な る と
,

す べ て の 菌 の 生残率

は0 % と な っ た
.

ヒ ト由来緑膿菌 10 株に つ い て 同様 の 感受性試

験を行 い , 1 0 株 の 平均生残率を図3 に示 した
.

ヒ

ト由来菌 に お い て も, S C の 生残率がF C の そ れ ら

に対 し て高 い 傾向が あ っ た . 特 に有意 に S C の 生

残率が高か っ たと こ ろ は, B Z C で は, 0 .1 % の120 分

接触 ( 2 .2 % 対 0 % ) ,
0 .2 % の 60 分接触 (3 . 1 % 対

1 .7 % ) お よ び15 分処理 ( 59 .8 % 対4 2 .5 % ) で あ っ

た
.

また
,
C H D の 場合, 0 .1 % の1 20 分接触 (39 . 2 %

対16 .6 % ) ,
0 .5 % で は, 30 分接触 (3 1 .7 % 対2 4 .9 % )

o

0

0

6

一

N

(

%
)

舟
兼
胡
e
牡

o

0

0

0

8

t
J

)

■

.

2

(

%
)

線
媒
胡
e
如

1 S 3 0 6 0 1 2 0 1 8 0 1 5 3 0

滑車薬接触時間 ( 令)

1 S 3 0

お よ び15 分接触 (66 ･4 % 対5 1 ･7 % ) があげられた ･

図 3 .

さ ら に
,

G A に お い て も
,
30 分以上 の 接触 で は両

菌とも に生残率 は 0 % で あ っ た も の の
, 1 5 分接触

で は , S C は3 2
.
4 % と

,
ま た F C に お い て も1 5 .

4 %

を示 し た . 但 し,
S C の 生残率がF C の そ れ よ りも

有意 に高か っ た
.

環境お よ び と 卜由来緑膿菌 に つ い て
,

S C お よ

び F C に 分 け て 消毒薬感受性 の 比較 した結果 を

図 4 に示した. B Z C の 2 濃度 の ど の 接触時間 に お

い て も,
S C と F C の い ずれ に お い て も , 環境と

と 卜由来菌 で感受性 に お い て 有意差を認め たも の

は無か っ た
.

一 方 ,
C H D で は

,
S C に お い て は

,

0 .1 % の 接触時間60 分と120 分,
ま たF C に お い て

は接触時間30 分お よ び60 分 の 4 比較群 に お い て
,

環境由来菌 に対して と 卜由来菌が有意 に高 い 生残

率を示 した. 高濃度 の 0 . 5 % に お い て も
,

ヒ ト 由

来菌S C とF C 両者共 に
, 接触時間 1 5 分お よ び30

分 の 短 い 接触時間 の と こ ろ で 同様 の 有意差を認め

た
.

G A ば, 接触時間30 分以上で は ど の 群 も生残

菌は認 め れなか っ たが
,

S C に お い て の み , 接触

時間1 5 分に お い て
,

ヒ ト由来菌は環境由来菌 に対

して 有意 に高 い 生残率を示した.

こ れら の 結果 よ り, 環境由来お よ び ヒ ト由来緑
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P < 0 ,01
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膿菌 の い ずれ もF C に比 べ S C の 方が消毒薬 に対 し

低感受性を有す る こ と , ま た環境由来菌 に対して

ヒ ト由来菌 の 方が , 特 にC H D に 対 して
,

そ の 傾
国 4 ･

向が よ り顕著で あ る こ とが示唆され た .
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lV . 考察

最近 の 緑膿菌ゲ ノ ム の 塩基配列解析から, 緑膿

菌は非常 に多く の 環境 セ ン サ ー

と そ れら に対応 し

た遺伝子発現制御機構を有 し, 緑膿菌 の 環境適応

能力 の 高さ が遺伝学的 に も明らか に さ れ て き た

10) ･ 1 1)
.

さ ら に
, 多様な有機物質同化能力に よ り種々

薬剤を分解し, さ ら に膜通過性薬剤 に対す る能動

的排出な ど薬剤 に対す る自然耐性 の 機構も明らか

に さ れ つ つ ある
10 ) ,

ll)

緑膿菌 の 有す る上記 の よ うな性状を反映し, 本

菌は環境特 に水周りに常在し
,

そ こ が感染 の リ ザ
-

バ に なる こ とが指摘されて い る
12 )

. 本邦 に お い て

は
, 臨床材料か ら の 本菌 の 分離状況 に関する報告

が多数あ る が
, 医療 ･ 保健施設環境か ら の 緑膿菌

分離 の 報告 は極め て 少なく
, 間瀬ら は病院 の ナ ー

ス ス テ ー

シ ョ ン など に おか れ て い る たわ しが高度

に汚染さ れ て い る こ とを最近報告し て い る
3 )

.
ド

イ ツ に おけ る小児科病棟か ら の 報告 で は
, 蛇口

,

手洗 い場 な どか ら の 本菌 の 分離率 は3 4 - 68 % で

あ っ た
1 3 )

. 本研究 で は
,

こ れ ら の 報告をもと に
,

特 に蛇口 - ン ド ル や排水 口等 に焦点を あて て 分離

を試み た
.

そ の 結果, 分離率 は7 2 . 4 % ( 29 検体中

2 1 検体 で 分離) と極め て 高 い 頻度 で 分離され た.

こ の こ とか らも, 院内感染対策からも施設環境 の

水周り は緑膿菌常在区域とし て認識 して おく必要

が ある こ とを強調して おき た い
.

自然界 に お け る多く の 微生物が
, 無生物体 ( 無

機物 ･ 有機物) 表面 に 付着し
,

か っ 集合 して存在

して い る . 特に細菌 は
, 自己 の 増殖 に不利な環境

に おかれ た場合, 菌体表面 に多糖体を主成分とす

る グリ コ カ リ ッ ク ス ( gl y c o c al y x) あ る い は ス

ラ イ ム ( 粘液質) を産生 し
,

そ れを介して 互い に

凝集 し
, 被覆し

, 膜状を呈 する状態,
い わ ゆ る バ

イ オ フ ィ ル ム を形成し て い る. 長期間使用して い

る環境備品や医療器具に お い て も細菌 は バ イ オ フ ィ

ル ム の 中で生息し
,

さら に生体内 に あ っ て は ,
フ ィ

プリ ン
,

血小板, あ る い は血清蛋白な どが こ れ に

加わり
,

よ り強固な バ イ オ フ ィ ル ム を形成 して い

る とさ れ て い る.

バ イ オ フ ィ ル ム 形成菌 は , 各種

消毒薬あ る い は会食細胞 へ の 抵抗性が高 い こ とか

ら
, 感染予防や治療上 問題と な っ て い る

. し か し

- 5 0 -

なが ら, 環境由来緑膿菌 の バ イ オ フ ィ ル ム 形成能

を実際 に調 べ た報告なな い
. 今回 の 研究 で は, 環

境由来緑膿菌2 1株 の う ち 1 株を除き
,

20 株で バ

イ オ フ ィ ル ム 形成能が あり
, 環境 に存在 して い る

緑膿菌 に バ イ オ フ ィ ル ム 形成能が高く保持さ れ て

い る こ とが明らか に された. 最近 の 知見 に よ れば
,

菌体濃度依存的発現制御機構 ( 細菌が持 っ 認識 ･

応答機構 で周囲の細菌 の 数を感知して 応答する仕

組み) が バ イ オ フ ィ ル ム 形成 に重要 な役割を果た

して い るとさ れ て い る
.

さら に
, 細菌が表面 に付

着して バ イ オ フ ィ ル ム を形成す る と浮遊 して い る

細菌に はみ られな い 数百種類 の 蛋白質を作る こ と
,

バ イ オ フ ィ ル ム 形成 の シ グ ナ ル に は ア ミ ル ホ モ セ

リ ン ラ ク ト ン ( N -3 - o X o - d o d e c a n o y l h o m o s e ri n e)

が 一 部を担 い
, 緑膿菌 a l g c 遺伝子を刺激する こ

とな ど, そ の シ グナ ル へ の 菌体内 の 応答機構 の 研

究がす すめられ て い る
14) , 15 )

. 今回分離され た バ イ

オ フ ィ ル ム 非形成菌 は
,

こ の よ うな研究 に有用な

貴重な菌株と考えられ る. また
, 緑膿菌が産生す

る色素は水溶性 で あり, 緑色 の ピ オ シ ア ニ ン
, 黄

色がか っ た蛍光色素 フ ロ オ レ ッ シ ン に加え, 褐色

の ピオ ル ビ ン や赤色 の ビ オ メ ラ ニ ン が知られ て い

る
1)

. 今回 の 分離菌 の 色素産生を み る とする
, 緑

色色素産生菌が 5 株, 黄色色素産生菌 は 2 株と色

素産生株 は少な い も の で あ っ た.

一

方 , 緑膿菌と

並び環境汚染菌 の 代表的存在で もあり ,
ピ ン ク色

の 色素を産生す る セ ラ チ ア 菌を み る と
, 最近 の 分

離菌が殆ど色素産生性 は失 っ て い る とされ て い る

16 )
.

こ の 色素産生能 の 欠失 の 真 の 原因が解明され

て い な い が, 環境 の 変化, 特に合成洗剤 の 普及 は

環境汚染菌 の 生態や性状を激変さ せ たと の 指摘も

あ る ( btt p :// vill a g e .i n f o w e b . n e .j p/
～

s hi nik y o /

g o u s ei s e n z ai . h t m l) . 今回 の バ イ オ フ ィ ル ム 形成

菌や色素非産生株 の 分離状況を考慮す る と, 興味

あ る問題で あ る
.

従来 の 消毒薬感受性試験 は
,

S C と F C を区別 せ

ず, 直接F C を用 い た も の が殆 どで あり ,
ま た そ

れ を区別し て の 試験 に お い て も
, 用 い た菌株 は標

準菌株 で あり環境由来菌 で は な い
. 従 っ て

, 知り

得る限り に お い て, 環境由来緑膿菌 の バ イ オ フ ィ

ル ム 形成能 の 検証 の み ならず,
S C とF C を区別 し

て 消毒薬感受性を測定し た も の は今回 の 研究 が 初
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め て と 思われ る
. 現在, 消毒薬 の 種類 は多岐 に わ

た り,
そ れら は ア ル コ ー ル 系 ,

ア ル デ ヒ ド系, 塩

素系,
ヨ ウ素系,

フ ェ ノ
ー

ル 系, 第四 ア ン モ ニ ウ

ム 塩系, 両性界面活性剤系,
ビ グア ナ イ ト系, 過

酸化物系お よ び こ れ ら の うち 2 種類を配合 した複

合剤 に分類され て い る
17 '

.
こ れ らは, 独自 の 作用

機序や化学的特性を有 し現在も頻用され て は い る

が, 環境を対象すると な る と
, 使用 で き る消毒剤

に も限界があ る . 今回 の 研究 で は
, 有機物混在 で

の 殺菌力 の 低下,
金属腐食性, 水質汚濁防止法 に

ょ る規制 な どを考慮し て , 第四 ア ン モ ニ ウ ム 塩系

の B Z C ,
ピ グ ア ナ イ ト 系 の C H D お よ び ア ル デ ヒ

ド系 の G A , 計 3 剤を選択 した
8) , 9 )

.
さ ら に , 環

境汚染 の 存在状態自身, 静菌 ( 生き て は い る が増

殖 は して い な い) 的要素が強い と考え, 環境汚染

防止 の 観点から敢え て殺菌作用 に 焦点を あて , 潤

毒剤効果 の 3 大要素 で あ る濃度 ･ 時間 ･ 温度を考

慮し検討 した. B Z C は , 元来殺菌作用を示す消毒

剤で あり , 第四 ア ン モ ニ ウ ム 塩 の 陽荷電原子団が

菌体表面 へ 吸着後,
さ ら に菌体内部 へ 侵入 し, 主

に細菌 の 呼吸阻害を誘発すると され て い る
18)

.

c H D は
,

100 m g/ L (0 .0 1 w / v % に相当) より低

濃度域 で は静菌作用 (細菌表面 の リ ン 酸基部位 に

敗着後, 細胞膜透過性元進を惹起) , ま た そ れ以

上 の 高濃度域で は殺菌作用 ( 菌体内高分子化合物

の 凝固 ･ 沈澱惹起) を示す こ とが知られ て い る
18)

.

従 っ て今回 の 使用 した濃度 (0 .1 % お よ び0 ･5 % )

は殺菌域 で あり, 実験結果か らも, 接触時間依存

的に殺菌作用が ある こ とが確認され た. G A ば,

微生物 に存在する種々 の 反応基 (S H 嘉
,

O H 基,

c o o H 基,
N H 基な ど) を ア ル キ ル 化 し, 高分子

合成阻害 に よ り殺菌作用を示す
18 )

. 現在, 殺菌 ･

殺 ウ イ ル ス ス ペ ク ト ラ ム の 広さか ら, 唯 一 高水準

消毒薬 に ラ ン ク され て い るも の で あ り, 今回供試

す る こ と に した
18 )

.

環境由来菌 の バ イ オ フ ィ ル ム 形成性20 株に つ い

て
,

S C お よ びF C に分 けて 行 っ た消毒薬感受性試

験 の 結果 ,
S C は F C に 比 べ B Z C お よ びC H D の 殺

菌作用 に対して よ り抵抗性を示す こ と が 明らか に

さ れ た .
こ の 結果 は

, 辻ら の 報告 に 一 致して い た

7)
. G A に 関し て は

,
1 5 分接触時間で も生残率 は

極め て低く ( S C で 1 . 7 % , F C で 0 . 4 % ) ,
30 分以上

の 接触時間で は 生菌 は検出さ れなか っ た･ こ の こ

とは, 高水準消毒薬 で ある こ とを裏付 け る も の と

考え て い る
.

さ らに興味あ る こ と に ,
ヒ ト由来菌

は, 上記 2 剤 に加え G A に お い て も S C が よ り抵

抗性で ある傾向を認めた. ま た,
ヒ ト の 生体内由

来と医療, 保健施設環境由来菌間 の 比較 に お い て

は ,
ヒ ト由来菌が S C とF C を問わず抵抗性が高 い

こ とが認められた .
こ れ は

, 環境に比 べ
,

生体内

で は, 多様な細胞性あ る い は液性防御機構 に加え

抗生物質など の 治療薬 に遭遇し
,

そ れ に打勝 っ た

ヒ ト生体由来 の 緑膿菌が選択された こ とを反映し

て い る の かもしれな い
. 既に, B Z C とC H D で は,

緑膿菌を含め た多種 の グ ラ ム 陰性菌が抵抗性を獲

得して い る こ とが報告され, 特に B Z C で は
,
0 ･1 %

液 に緑膿菌が生息 して い たと の 報告もあ る
19 '

. ち

し, 環境汚染緑膿菌に よ る院内感染 ア ウ ト ブ レ イ

ク発生な ど, 感染予防対策上消毒が必要とされ た

場合, 今回 の 結果か ら, 既 に菌はS C の 状態 に あ

る も の と認識 し
, 少なく ともB Z C で は0 .2 % を,

ま たC H D で は0 . 5 % を用 い
, 60 分以上 の 放置す べ

き も の と考えられた . 但 し, G A に 関して は, 強

い 粘膜刺激な どの 毒性 の た め
, 環境 へ の 使用は禁

忌とす べ きも の と思われ た.

∨
. 結論

県内 5 医療 ･ 保健施設内諸部位か ら の 緑膿菌分

離を試み , 分離菌株 の バ イ オ フ ィ ル ム 形成能, 潤

毒薬感受性を ヒ ト由来緑膿菌を比較し な が ら検討

し, 以下の 結果を得た.

1 . 県内5 医療 ･ 保健施設内の ナ
ー

ス ス テ ー

シ ョ

ン 蛇口15 箇所, 排水口12 箇所お よ び尿器洗 い場と

風呂場 の 各 1 箇所,
計2 9箇所 よ り緑膿菌分離を試

み ,
2 1 箇所 よ り分離 し, 分離率 は72 . 4 % に達し た

.

2 . 環境由来21 株 の うち20 株 は バ イ オ フ ィ ル ム

形成能を有して い た. ま た,
ヒ ト由来1 0 株す べ て

が同形成能を有し て い た.

3 .

バ イ オ フ ィ ル ム 形成性 の 環境お よ び ヒ ト由

来緑膿菌を
,

テ フ ロ ン シ
ー ト付着性 S C と浮遊性

F C に区別して
,

B Z C (0 .
1 % と0 .2 % ) ,

C H D (0 .1 %

と0 . 5 % ) お よ び G A ( 2 % ) の 殺菌作用 に対す
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る感受性を調 べ たと こ ろ, F C に比 べ S C は
,

よ り

低い感受性 で ある こ とが明らか に された
.

4 ･ 2 お よ び 3 の 結果か ら, 感染予防対策上環

境汚染緑膿菌 の 撲滅が必要とされ た場合, 少なく

ともB Z C で は0 .2 % を, ま たC H D で は0 .5 % を用 い
,

60 分以上 の 放置す べ きも の と考え られ た.

VJ . 謝辞

使用した菌株の 分与を賜りま した富山医科薬科

大学附属病院中央検査部細菌検査室 の 皆様, 施設

で の 調査を快く承諾 して い ただきま した富山県内

5 医療施設 の 皆様 に深く御礼申し上げま す. 尚,

本研究は
, 文部科学省科学研究費補助金 ( 基盤研

究C 2
, 課題番号1559222 5) に よ り行われ た

.

Vll
. 参考文献

1) 伊像部志津子 : 緑膿菌. 細菌学, 林 英生,

竹田美 文編, p p205 - 21 4 , 朝倉書店, 東京,

200 2 .

2) 丹 田 久 : 緑膿菌感染症 の 臨床と対策. 臨床

成 人病2 4 (1 2) : 21 86 - 2 19 1 , 199 4 .

3) 間瀬清美, 大蔵照子, 川村久美子, 長谷川忠

男, 鳥居啓 三
, 太田美智男 : 病棟内 ス ポ ン ジ

タ ワ シ の 細菌汚染と院内感染 の 原因と し て の

可能性 . 第39 回日本細菌学会中部支部総会予稿

集 41 , 2002 .

4) 太田さ つ き
, 小林 治 : バ イ オ フ ィ ル ム 形成

菌 に よ る感染症 の 特徴, 医学 の あゆみ95( 5) :

30 2 - 308
,
2000 .

5) C o st e rt o n J W : I n t r o d u cti o n t o bi ofil m . A n

ti m i c r o b A g e n t s l l : 2 17 - 2 21 , 199 9 .

6) 藤巻 一 雄, 池田 靖, 高畑正裕, 保田 隆 :

I n vit r o に お け る緑膿菌 の バ イ オ フ ィ ル ム の

性状 に つ い て
. C h e m o t h e r a p y 4 0 ( 7) : 8 8 6 -

893
,

1 9 9 2 .

7) 辻 明良 , 山崎智子, 李 秀華, 山口聖賀,

五島瑳智子 : バ イ オ フ ィ ル ム 形成S t a p h y o c o c c u s

a u r e u s お よ び P s e u d o m o n a s a e r u gi n o s a に対

す る消毒薬 の 殺菌効果 と作用温度に よ る 影響,

日本環境感染雑誌13 (1) : 1 - 4 , 1 9 9 8 .

- 5 2 -

8) 辻 明良 : 細菌性 バ イ オ フ ィ ル ム と消毒薬.

感染症2 8(3) : 107 - 1 1 1
,

1998 .

9) 辻 明良 : 消毒薬耐性と そ の 問題点 I n f e cti ｡ n n

C o n t r ol 10 (2) : 130 - 1 36 , 2001 .

10) 江崎孝行 : 細菌 の ゲ ノ ム 解読と臨床 へ の 利用

ゲ ノ ム 解析と臨床微生物 へ の 利用 . 臨床と微

生物 28 (6 ) : 73 5 - 7 43 , 200 1 .

l l) 福島 淳 : 細菌 の ゲ ノ ム 解読と臨床 へ の 利用

緑膿菌 . 臨床 と微生物 28 (6 ) : 79 ト 796
,

200 1 .

12) 小林 治,
太田見さ っ き : 病態 の 理解 の ため

に細菌 バ イ オ フ ィ ル ム そ の 生体 へ の 影響. 臨

床と微生物 25( 4) : 4 7 ト 476
,

1998 .

13) B o b h a m m e r ∫, F ie d l e r B
,

G u d o w i u s P ,

H a rd t H
, R o m li n g U

,
T u m m l e r B :

C o m p a r a ti v e h y g i e n i c s u r v eill a n c e of

c o n t a m i n a ti o n w ith p s e u d o m o n a d s i n a

c y sti c fib r o si s w a r d o v e r a 4 - y e a r p e ri o d .

J H o s p l n f e ct 31
,
26 1 - 2 7 4

, 199 5 .

1 4) 永武 毅 : 主な日和見病原体と そ の 感染像

緑膿菌と非発酵菌 . 臨床と 微生物 29 ( 3) :

29 1 - 2 94
,
200 2 .

15) 柴 田尚宏, 土井洋平 ,
荒川宜親 : メ ト ロ ー

β- ラ ク ク マ - ゼ 産生 グ ラ ム 陰性梓菌. 臨床

検査 4 5 (8) : 8 40 - 8 50 , 2001 .

16) 薮内英子 : セ ラ チ ア 属菌. 細菌学, 林 英生
,

竹田美文編, p p38 4 - 38 7
, 朝倉書店, 東京,

200 2
.

1 7)吉村正
一

郎 ,
日比え い 子, 勝野陽子, 早 田道

治, 入山純司, 石郷潮美, 浅野裕子 : 各種消

毒剤 の 殺菌効果 の 比較検討(第3幸B) . 医薬ジ ャ
ー

ナ ル 22(1 2) : 2 4 5 7 - 2 46 2
,

1986 .

18) 都築正和 : 殺菌 ･ 消毒 マ ニ ュ ア ル
, 医歯薬出

版, 東京,
200 0

.

19) 小栗豊子 : 臨床検査 の 立場からみた日和見病

原菌 . 臨床 と微生物 2 9( 3) : 2 5 3 - 2 6 0 , 2 0 0 2 .



富山医科薬科大学看護学会誌 第 6 巻 1 号 20 05

C o m p a r a ti v e s t u d y o n t h e bi o fil m f o r m l n g a c ti vit y a n d

s e n siti v it y a q
a l n S t t h r e e ki n d s o f di si n f e c t a n t s b e t w e e n

e n v l r O n m e n t al a n d cli n i c al s t r a i n s o f
●

P s e u d o T n O n a S a e r u g m O S a

y u k o K at a d a
1

,
M i y u ki S a t o

1

,
N o b u k o l m a ni s hi

2

,

M i h o Y o s hi , a n d H i r o s hi O ch i ai
1

1

D e p a rt m e n t o f H u m a n S ci e n c e
,
S c h o ol o f N u r s l n g ,

T o y a m a M edi c al a n d P h a r m a c e u ti c al U n i v e r sit y
2

D e p a rt m e n t of O ri e n t al M e di ci n e
,
T o y a m a M e di c al a n d

P h a r m a c e u ti c al U n i v e r sit y
3
D e p a rt m e n t o f F o u n d a m e n t al N u r s l n g ,

S C h o ol of N u r s l n g ,

T o y a m a M e di c al a n d P h a r m a c e u ti c al U ni v e r sit y

A b st r a et

W e att e m p t ed i s ol a ti o n of P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a (P S) f r o m v a ri o u s

pl a c e s i n t h e fi v e h e alt h - c a r e f a ciliti e s i n T o y a m a P r ef e ct u r e a n d c o m p a r e d

di si n f e ct a n t -

s e n siti vit y b et w e e n e n vi r o n m e n t al a n d cli ni c al st r ai n s , a n d

b et w e e n s e s sil e c ell s ( S C ) a n d fl o a ti n g c ell s (F C) i n t h e t efl o n - s h e et bi ofil m

f o r m a ti o n t e st . W h e n i s ol a ti o n w a s a tt e m p t e d f r o m 2 9 pl a c e s i n cl u di n g

w a t e r -

pl u g a n d d r ai n a g e a r e a s i n t h e n u r s e st a ti o n
,

u ri n a トw a s h i n g a r e a s ,

a n d b a t h a r e a s
,
P S c o u ld b e i s ol a t e d f r o m a s m u c h a s 2 1 pl a c e s w it h t h e

i s ol a ti o n r at e o f 7 2 .4 % . F u rt h e r m o r e
,
it h a s b e e n s h o w n t h a t s u r vi v al r a t e s

of S C a r e s lg n ifi c a n tl y hi g h e r t h a n t h o s e o f F C i n t h e r el a ti v el y s h o r t e r

c o n t a ct ti m e s ( w it h i n 6 0 m i n) w it h b e n z et h o ni u m c hl o rid e ( B Z C
,
0 .1 % a n d

0 . 2 %) a n d c h l o r h e x id i n e di gl u c o n a t e (C H D
,
0 .1 % a n d 0 .5 %) , a n d t hi s t e n d e n c y

主s s h o w n m o r e cl e a rl y l n t h e cli ni c al i s ol at e s . T h e s e d at a s u g g e s t t h a t

r e c o n t a m i n a ti o n of h e alt h -

c a r e e n vi r o n m e n t s w it h t h e cli n i c al i s ol a t e s s h o ul d

b e a v oi d e d a n d t h e t r e a t- m e n t w it h B Z C o r C H D f o r m o r e t h a n 6 0 m i n i s

r e q u l r ed f o r t h e cl e a r a n c e o f P S f r o m t h e e n vi r o n m e n t s if n e ed e d ･

K e y w o r d s

P s e u d o m o n a s a e r u g m o s a
,
b i o fil m

,
di si n f e ct a n t ,

e n vi r o n m e n t al c o n t a m i n ati o n
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