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１ はじめに 

近年、ヒトの臨床現場において、消毒薬や抗

生物質で殺菌できないバイオフィルム（BF）形

成菌が院内感染により難治性の感染症を引き起

こすことが問題となっている５）。 

産業動物分野においても、牛乳房炎由来細菌

の BF 形成能に関する報告があり、難治性乳房炎

の原因の１つではないかと考えられている７）。 

今回、管内の乳用牛飼養農場における乳房炎

原因菌の BF 形成能の有無について調査した。 

 

２ 乳房炎原因菌及び牛舎環境菌のBF形成能調

査 

（１） 材料及び方法 

 ７戸 39 頭の乳房炎乳汁 62 検体から分離され

た 75 株（うち 38 株は難治性乳房炎乳汁由来）

及び乳房炎多発農家の牛舎環境材料13検体から

分離された 10 株を材料とし、試験管法により BF

形成能を確認するとともに、簡易的に BF 形成能

を確認することができるかを検証するため、コ

ンゴーレッドアガー法（CRA 法）及び変法コンゴ

ーレッドアガー法（MCRA 法）でも確認した２,３,

４,６）。 

（２） 分離菌の内訳 

 乳汁から分離された 75 株のうち全体の 48 株

（64％）が黄色ブドウ球菌（S.a）及び黄色ブド

ウ球菌以外のブドウ球菌（ブ菌）であった。ま

た、難治性乳房炎乳汁由来株 38 株のうち、S.a

及びブ菌が 30 株（79％）であった。環境材料か

らは S.a が１株、ブ菌が９株分離された（表－

１）。 

 

 

表－１ 検体材料からの分離菌内訳

菌種 S.a ブ菌 その他 計

乳汁
１６株

（２１％）
３２株

（４３％）
２７株

（３６％）
７５株

（１００％）

難治性
乳汁

１２株
（３２％）

１８株
（４７％）

８株
（２１％）

３８株
（１００％）

環境材料
１株

（１０％）
９株

（９０％）
１０株

（１００％）

S.a：黄色ブドウ球菌
ブ菌：黄色ブドウ球菌以外のブドウ球菌

 

（３） 乳汁由来株の BF 形成能調査成績 

75 株中 BF 陽性は 66 株（88％）であった。 

難治性乳房炎由来 38 株では BF 陽性は 36 株

（95％）であった（表―２）。 

また、試験管法と CRA 法及び MCRA 法を比較し

た結果、S.a については試験管法で陽性の株は全

株 MCRA 法で黒色コロニーが確認された。 

ブ菌については、試験管法陽性株は MCRA 法で

黒又は黒ピンクコロニーが確認された。 

その他の菌種については、試験管法陽性株は

CRA 法、MCRA 法で様々な色のコロニーが確認さ

れた（表－３）。 

表－２ 乳汁由来株のBF形成能調査成績

検体 BF＋ BF－ 計

66株（88％） 9株（12％） 75株（100％）

難治性 36株（95％） 2株 （5％） 38株（100％）

難治性以外 30株（81％） 7株（19％） 37株（100％）
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表－３ 検査法ごとのBF形成能調査成績（菌種別）

試験管法 株数 CRA法 株数 MCRA法 株数

＋ 16

黒色 5 黒色 16

黒ピンク 10 黒ピンク ０

ピンク １ ピンク ０

S.a

試験管法 株数 CRA法 株数 MCRA法 株数

＋ 26

黒色 ５ 黒色 13

黒ピンク 17 黒ピンク 13

ピンク 4 ピンク ０

－ 6 ピンク 6 ピンク 6

ブ菌

その他
試験管法 株数 CRA法 株数 MCRA法 株数

＋ 24

黒色 3 黒色 7

黒ピンク 5 黒ピンク ５

様々 16 様々 12

－ ３ ピンク ３ ピンク ３

黒

黒ピンク

ピンク

 

（４） 環境材料由来株の BF 形成能調査成績 

乳房炎多発農場の環境材料 13 検体からは、10 検

体から S.a１株、ブ菌９株が分離され、全株 BF

陽性であった（図－１,表－４）。 

通路

搾乳牛房 ⑦⑧

搾乳時待機場所

乾乳牛、育成牛房 分娩牛房

⑨

⑩

処理室
⑪⑫⑬

パーラー

図－１ 牛舎見取図
保定枠

①②③④⑤⑥

①～⑥： 搾乳機ライナースワブ

⑦～⑩： 牛床スワブ

⑪～⑬： タオル滴下水

 

表－４ 環境材料由来株のBF形成能調査成績

検体No. 採材場所 分離菌 BF形成能

① 搾乳機１ライナー ブ菌 ＋

② 搾乳機２ライナー ブ菌 ＋

③ 搾乳機３ライナー S.a ＋

④ 搾乳機４ライナー ブ菌 ＋

⑤ 搾乳機５ライナー ブ菌 ＋

⑥ 搾乳機６ライナー ブ菌 ＋

⑦ 牛床１ ブ菌 ＋

⑧ 牛床２ ブ菌 ＋

⑨ 牛床３ ブ菌 ＋

⑩ 牛床４ ブ菌 ＋

⑪ タオル１ － NT

⑫ タオル２ － NT

⑬ タオル３ － NT

 

３ BF 形成能と薬剤耐性率 

 乳汁由来75株について１濃度ディスク法によ

り薬剤感受性試験を実施した。SM、KM、PCG、EM

については BF 形成能陽性、陰性に関わらず高い

耐性率であった（図－２）。 

 難治性乳房炎乳汁由来株、難治性以外の乳房

炎乳汁由来株についても同様の耐性傾向であっ

た（図―３）。 

 分離菌のうち、S.a は SM、KM、EM に耐性の株

が多い傾向であったが、難治性由来以外の株が

少ないため、難治性と薬剤耐性の関連性は不明

であった（図―４）。 

ブ菌は難治性かそうでないかに関わらず、SM、

KM、PCG、ABPC、EM に耐性の株が多い傾向であっ

たが、BF 形成能陰性株が少ないため、BF 形成能

と耐性率の関連性は不明であった（図―５）。 

図－２ BF形成能と薬剤耐性率（全体）
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図－３ BF形成能と薬剤耐性率（難治性、難治性以外）
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図－４ BF形成能と薬剤耐性率（S.a）
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図－５ BF形成能と薬剤耐性率（ブ菌）
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４ BF 形成菌に対する消毒薬の有効性試験 

 環境材料から分離された BF 形成能を有する

S.a10 株、ブ菌 10 株について、市販酪農機器専

用殺菌剤及び洗剤を用い、農場における消毒工

程に近い方法での有効性試験を実施した。 

その結果、消毒後の菌分離は陰性であったこ
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とから、今回用いた消毒薬の有効性が確認され

た。 

 

５ S.a の遺伝子解析 

（１） 材料及び方法 

 S.a16 株（乳房炎乳汁由来 15 株、環境材料由

来１株）について、パルスフィールドゲル電気

泳動（PFGE）を実施し、遺伝子切断パターンを

確認した。加えて、このうち代表株５株につい

て Maltilocus sequence typing（MLST）を実施

した１）。 

（２） 結果 

 PFGE の結果、４農場から分離された乳房炎乳

汁由来株は全て同様の遺伝子切断パターンであ

り、環境材料由来株は乳房炎乳汁由来株とは異

なる切断パターンであった。 

 MLST の結果、乳房炎乳汁由来株は全て、反芻

獣から頻繁に分離される sequence type（ST）352

であり、環境材料由来株は、ヒト由来株で頻繁

に確認される ST８であった。（図－６） 

図－６ S.aの遺伝子解析結果
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菌株No.①～⑤ 農家A 乳汁由来
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⑫ 農家B 環境材料由来
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ST：sequence type

・ST352は反芻獣由来株（牛乳房炎由来株
を含む）の優勢CCであるCC９７に属する

・ST８は人由来株で頻繁に確認されるST

 

６ まとめ及び考察 

 今回初めて管内の乳用牛飼養農場の乳房炎原

因菌について BF 形成能調査を実施したところ、

分離された乳房炎原因菌の88％がBF形成能を有

していた。うち、難治性乳房炎原因菌の 95％が

BF 形成能を有しており、BF 形成が難治性乳房炎

の原因となりうると思われた。なお、乳房炎原

因菌がBF形成能を有していても治癒している個

体があり、その要因については更なる検討が必

要と思われた。 

薬剤感受性試験の結果、BF 形成能と薬剤耐性

率には明らかな関連性が認められなかった。こ

れは、供試菌が少なかったためと思われる。ま

た、BF 形成前に細菌が薬剤に暴露されたためと

も考えられた。臨床現場において、難治性乳房

炎に、感性薬剤を投与しても効果が認められな

い場合があることから、難治性乳房炎に対する

有効薬剤の選択については、薬剤感受性試験の

みでなく、BF 撲滅濃度等さらなる検討が必要と

思われた。 

洗浄後の搾乳機ライナーから S.a が分離され

たが、消毒薬が BF 形成能を有する細菌にも有効

であった。その遺伝子解析の結果、乳汁由来と

は異なるクローン由来であり、人由来株で頻繁

に確認される ST であったことから、人為的な汚

染が示唆された。 

これらのことから、BF 形成菌が原因菌である

難治性乳房炎対策には、薬剤感受性試験に加え、

さらなる試験を実施して薬剤を選定する必要が

ある。加えて、基本的な衛生管理の徹底や搾乳

機の洗浄後の取扱いも重要と思われた。 
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