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K l e b si e ll a 感染症 の疫学的研究

〔Ⅰ〕K l e b siell a の 0 抗原群別 に つ い て

金 沢 大学医学部内科学第三講座 ( 主 任 : 服部純
一

教授)

金沢 大 学医学部附属病院検査部 ( 部長 : 松原 藤継教授)

藤 田 信

( 昭 和5 5 年 7 月19 日受付)

Kl e b si e11 a 感染症 の 疫学的研究 は ､ こ れ ま で 生物学

的性状試験 , 薬剤感受性試験 ,
フ ァ

ー ジ型 別, 葵膜抗

原 に よ る血清型別な どに よ り行 な わ れ て き た
1 卜 朝

. こ の

な か で , 生物学的性状の 違 い か ら K l e b s i e 11 a を 6 ～ 7

種 類の 菌種 な い し生物型に 分類 す る 試み は主 に 呼吸器

由来株 に つ い て 実 施 さ れ て い る が , そ の 大 部分 は

K l e b s i e 11 a a e r o g e n e s で あ る
7J

. 最近 ,
R e n n i e ら

3)
は本

菌の フ ァ ー ジ型別 に つ い て 検討 し , 臨床由来株の せ い

ぜ い 70 % し か型別で き な か っ た こ とか ら フ ァ ー ジ 型

別の み で 本菌 の 疫学 を論 じ る こ と は困難 で あ ろう と述

べ て い る .

K l e b s i e ll a の 血清型別 に 関 し て は , 本菌が 莱膜を有

す る無鞭毛菌で あ る こ とか ら , そ の 血帝型別 は賽膜抗

原 ( K 抗原) と 菌体抗原 ( 0 抗原) の 2 種類 に 限 られ

る . とく に , K 抗原型 別 は現在 . X 抗原 が 81 種類 に 達

し て い る こ と
8

や , 型 別方法 も す で に 確立 し て い る こ と

か ら Kl e b si ell a の 疫学 的研究 に 最 も広 く 利用 さ れ て

い る
小 6)

. し か し ,
一 般に K 抗 原の 決定 は容易 で な く ,

現在で も特定 の 研究施設 で 行 な わ れ て い る に す ぎ な

い
別1 0I

一

方 ,
0 抗 原 に つ い て は K a u ff m a n n

川
や

@ r s k o v 1
2 }
の 報告が み られ る もの の , そ の 群別方法が

明確に 確立 さ れ た わ け で は な い . そ こ で , 今 回 は

Kl e b si ell a の 0 抗原群別 の 可能性 を 検討 し た う え

で
, 各種の 臨床材料 か ら分離さ れ た Kl e b si e11 a を 対象

に 0 抗原群別を試 み たの で そ の 結果 を報告す る . さ ら

に , 0 抗原群別が K l e b si ell a 感染症 の 疫学的研究 に 有

用 で あ るか 否か に つ い て 若干の 検討 を加 え た .

材料 お よ び方法

Ⅰ . 材料

対象と し た K l e b s i ell a は 19 7 6 年 8 月 よ り 1977 年

3 月 ま で の 問 に 当村 に 入 院 した 患 者の 咽 頭培養 , 便培

養お よ び血液培養か ら分離さ れ た 5 75 株と , 当院検査

部細菌検査室 で 分離さ れ た 203 株 ,
さ ら に 順天堂大学

医学部臨床病理学教室か ら分与さ れ た1 22 株で ある .

な お t 尿中分離株 で は 10 ソ m エ以 上の 菌数 で 分離さ れ,

咽頭粘液 , 喀 疾, 便 , 膿 お よ び浸出液 で は分離平板上

で 多数を占め る菌株 を対象 と し た .

Ⅱ . 方 法

1 . K l eb si ell a の 分離と 同定

K l e b si e ll a の 分 離 に は ド l) ガ ル ス キ
ー 改 良培地

( B T B 培地 , 栄研) を 使用 した . 同定 検査 に は Kli gle r

確認 培地 ( 栄研) , サ ッ カ ロ
ー ゼ ･ マ ン ニ ッ ト培地(栄

研) , S I M 培 地 ( 栄 研) t V P 半 流 動培地 (栄 研) ,

S i m m o n s の ク エ ン 酸塩培地(栄 研) の 各生物学的性状

試験用培地 を使用 し , D e c a r b o x yl a s e B a s e M 41le r

( D i f c o ) を 基礎培地 と し て リ ジ ン と オ ル ニ テ ン の脱炭

酸試験 を行 な っ た .
な お

, 同定 は C o w a n & S te el の成

書
1 3)

を 参考 に 属の レ ベ ル に と ど め た .

2 . 無黄 膜変異株の 分離

無剰莫変異株( d e c a p s u l a t e d s t r a i n , D C 株と略)
の

分離 は か sk o v の 方法
1 2}
で 行な わ れ た . す な わち , D C

株 を得 よ う と す る親株 ( p a r e n t s t r ai n , P 株と略) を

h e a r t i n f u s i o n ( H I ) 寒天 平板 ( 栄研) に 孤立集落か

得 られ る よ う に 塗 抹 し ,3 7 ℃ で 18 時間培養す る ･
そ の

E pid e m i ol o g i c al st u d y o n n o s o c o m i al K l eb siell a in f e c ti o n s . [ Ⅰ] S e r ol o gi c al O -

g r O u p i n g

Of K l eb siell a st r ai n s . S hi ni c hi F ujit a , T hir d D e p a r t m e n t of I n t e r n al M edi ci n e , ( D i r e ct o r:

P r of . K . H a t t o ri) , C e n t r a l C li n ic al L a b o r a t o r y , ( D ir e ct o r : P r of . F . M a ts u b a r a)
,
S c h o ol of

M e di c in e
,
K a n a z a w a U n i v e r sit y .

1
.
.
.

..

...
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後. 集落の 辺 縁 に 扇状
の 切れ 込み が で き る ま で 平板を

室温に 放置す る ･ 切れ 込 み が 出現し た ら そ の 部分を 釣

歯し, B T B 培地 に 塗抹す る ･
こ れ に よ り最初 に 分離 し

たP 株とそ れ に ま ざ っ て 小 さ い や や 透明 な集落 が み

られる . 今回 は, こ の よ う に して 得ら れ た 南棟 に Hi s s

の葵膜染色を行 な っ て 剤 莫の 脱落 を確 認 し, こ れ を

D C 株と して 以 下の 実験 に供 し た .

3 . 抗血清の 作製

抗血清 は以 下に 述 べ る方 法で 作製さ れ た . ま ず . D C

株を 日Ⅰ寒天 平板1 枚に 塗 抹し , 3 7 ℃で 18 時間培養す

る. 次に , 菌 を生理 食塩液に 浮遊 させ 100 ℃ で 2 時間

草加熱後, 生理 食塩液 で 3 回洗浄 す る . 洗 浄 後遠 心

( 3 , 0 0 0 r p m ,30 分間) して 上宿 を捨 て , 沈瘡 に 2 % ホ

ルマ リ ン加生理 食塩液 4 mエと 同量 の 2 % ク ロ ム ミ ョ ウ

バ ン 水を 加え る . こ れ を時 々 振り な が ら3 7 ℃ の ふ 卵器

に3 日間お い て か ら滅菌生理食塩液 で 3 回洗浄す る .

再び遠心 して 沈瘡 を 4 皿エの 滅菌生理食塩液 に 浮遊 させ

る . この よう に し て 得 ら れ た抗原液を 5 ～

6 日間隔 で

1 混ず つ 2 回家兎の 耳静脈 に 注射 し , 最 終注射 日 より

10 日日 に 試験採血 し て 凝集素価を W i d a l 法
1 4)
に 準 じ

て測定す る . 凝集 素価が 1 , 6 0 0 倍以上 な ら全採血 し ,

血清を分離 して - 80 ℃ に 保存す る . 当教 室保存株 で 家

兎を免疫す る場合に は血清希釈 200 倍で い ず れ の 抗血

清と も凝集 し な い 菌株を 選ん で 行な っ た . こ れ に よ り

8 種類の 抗血清を得た . な お
,
K 抗原の 場合と適 っ て

0 抗原に は まだ 公 式の 榛準株 が あ るわ け で は な い が ,

むsk o v は現在 ま で に 報告さ れ て い る Kl e b si e11 a の

0 抗原群 を検討 し T a b l e l に 示 し た 7 種 類 8 菌 株 に

整理 して い る , 今回 はかsk o v の 好意 に より 分与 して

い ただ い た 8 菌株 を抗原 と して 上記 と同様 の 方法で 家

兎に免疫し て 抗血清 を作製 した . 抗血清 を使用す る時

には これ を 56 ℃ で 3 0 分間非動化し た .

4 . 交差 吸収試験

上述の 動 的 洞 - の 0 抗 原群 に 属す る か否か を決 め

る こ と は容易 で な い が , 今 軌 ま交差凝集試験 と交差吸

収試験 を参考 に し て 行な っ た . すな わ ち , 交差凝集 が

認 め られ て も , 交差吸 収前後の 凝集素価に は とん ど変

化が な い 場合 に は こ れ ら の 菌株は 別々の 0 抗原群 に属

す る と判断 し た . 交差吸収試験は以下の 方法で 行な っ

た . ま ず . 吸収原 とな る菌 を 打Ⅰ寒天平板3 枚 に 塗 抹

し ,3 7 ℃ で 18 時間培養す る . 培養後菌 をか
■

き取 っ て 生

理 食塩破約 10 m = こ浮遊さ せ , 1 0 0 ℃で 1 時間加熱 して

か ら遠心 ( 3 ,0 0 0 r p m ,3 0 分間) す る . 次 に , 滅菌生理

食塩液で 3 回洗浄後 , 沈直に 10 倍希釈血清 を加 え て 充

分 に 混合し , 5 0 ℃ の 恒温槽に 2 時間 , つ い で 冷蔵庫 に

一

晩 お い て か ら遠心 す る . 上清を分離 し, こ れ を 10 倍

希釈吸収血清と した . 吸収後も血清希釈200 倍で 交差

凝集 が認 め られ る場合 に は吸 収操作を繰り返 した .

5 . 0 抗原群の 決定

0 抗原群の 決定 は試験管内凝集反応 に より凝集素価

を測定 して 行な っ た . 抗原液 は 日Ⅰ寒天平板 に 37 ℃ で

1 8 時間培養 した D C 株を生理 食塩液 に 浮遊させ , 1 0 0

℃で 1 時間加熱 して 遠心 し , 沈慈を生理 食塩液 に 約1

m g / m乙の 濃度 に 浮遊さ せ て 使用 した . 抗血清の 免疫株

に 対す る凝集素価 は3 , 200 ～ 1 2 , 8 0 0 倍で あ っ た こ と

か ら , 最初 に血清希釈2 00 倍 と 2 , 0 00 倍 で 凝集 の 有無

を観察 して 0 抗原群 の S C r e e n i n g を行な っ た . 次 に ,

披検菌株で 抗血清 の 凝集素価を測定 し, 免疫株で同時

に 測定 した 凝集素価 の 50 % 以上 の 値を示す場合 に 免

疫株 と同 じ 0 抗 原群 に 属す ると判断 した .
なお , 交 差

凝集 が認 め られ る 場合に は必 要に 応 じて 吸収血清を使

用し た . ま た , 0 2 群に つ い て は菌株 7380 と 50 5 3 が 同

一 の 0 抗原群に 属す る こ と を確認 し て か ら 2 つ の 亜

群に 分類 を試 み た .

T a b l e l ･ Ei gh t st r ai n s of kl e b si ell a off e r e d b y D r ･? r s k o v

K l e b si ell a s tr ai n O a n tig e n K a n ti g e n

2 0 4 ロ

738 0 2 a

5 0 5 3 2 a
,
2 b

3 9 0 3 11 (t e st st r ai n)

M i c hi g a n 6 1 4 1 5 ( 〃 )

4 4 2 5 -5 1 5 5 7 ( ノノ )

2 6 4 〔1〕 7 6 7 ( 〃 )

7 0 8 1 2 8 0 ( ノ/ )
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6 . ス ライ ド凝集反応

免疫株 16 株 と試験管内凝集皮応 に て 0 抗 原群
が 明

らか に な っ た 50 臥 さ ら に 0 抗原群不明の 1 0 株を 対

象 に ス ラ イ ド凝集反応 を行 な っ た ･ まず ･ 本反応 に 使

用す る抗血清の 希釈倍数 と抗原感度 を検討 し た ･ 抗血

清 は滅菌生理食塩液で 倍倍希釈 して 使用し た ･ 菌液 は

HI 寒天平板 1 枚 の 菌を 生理 食塩液 に 浮遊さ せ 10 0
℃

で 1 時間加熱後遠心 し , 沈連 を 0 . 5 mエの 生理 食塩液 に

浮遊 させ ,
こ れ を生理 食塩液 で 倍倍希釈 し た ･

'
こ の よ

う に し て 得 ら れ た抗血清 と菌液 を そ れ ぞ れ 10 直 ず
つ

ス ラ イ ド グ ラ ス 上で 混和 して 凝集反応を観察 した ･ な

ぉ , 交差凝集 が認 め ら れ る抗血清 に つ い て は交差吸 収

試験 を行 な っ て か ら希釈 し た . 抗血 清 を保存す る場合

に は抗血清 に 石炭酸を 0 . 2 5 % , ヒ ト血清 ア ル ブ ミ ン を

0 .05 % に 添加 して か ら, こ れ を 小型の 滴び ん に 入れ 4

℃で 保存し た .

7 . 薬剤感受性試験 と生物学的性状試験

P 株 50 株と そ の D C 株 に つ い て 薬剤感受性試験 と

糖分解試験 を行 な っ た . 薬剤感受性 は 日本化学療法学

会標準法
1 6)に よ る最小発育阻止濃度( M I C) の 測 定で 行

な っ た . 使 用 薬 剤 は a m pi cilli n ( A B P C ) ･

s u lb e n i c i11i n (S B P C ) , C ef a z o l i n (C E Z ) ,

te t r a c y cli n e ( T C ) , C h l o r a m p h e n i c o l (C P ) .

k a n a m y ci n ( K M ) , g e n t a m i c i n ( G M ) , C O li s ti n

( C L ) の 8 剤 で あ る . 糖分解試験 は O F b a s al m e d i u m

(B B L ) に 炭水 化物 を 1 % に 添加 し て 行 な っ た ･ 炭水化

物 は a d o n it o l , L - a r a b i n o s e
,
d u l ci t o l , D -

gl u c o s e .

i n o s i t o l , i n u li n , l a c t o s e , m a lt o s e , m a n ni to l
,

r h a m n o s e , S ali ci n , D
-

S O r b i t o l , し s o rb o s e , D -

Ⅹ yl o s e t s u c r o s e の 1 5 種類 を使用 し た ･ さ ら宜
, 各種

の 0 抗原群菌株 178 株 を対象 に 上記 の 試験ちこ加 え て

マ ロ ン 酸利用性試験 ( マ ロ ン 酸塩培地 , 日水) と尿素

分解試験 ( U r e a a g a r b a s e , B B L ) を成 書
柑 )
に 従 っ て 行

な っ た .

成 績

1 . D C 株 の 分離状況

集落の 辺縁 の 切 れ 込み はす べ て の P 株 に 観 察さ れ

た
. ま た , こ の 現象 は大部分の 菌株に お い て 約1 週間

以 内 に 認 め ら れ た .
しか し , こ の 切れ 込み 部分を塗抹

し て 得 ら れ た非 ム コ イ ド型薗株 の 58 株( 8 .8 % ) は数

日 の 間に も と の ム コ イ ド型 に も ど る き わ め て 不安定な

T a bl e 2 . C r o s s
･tit r a ti o n o f a n ti s e r a p r e p a r e d a g a i n st O a n ti g e n s of K l eb s

i e11 a

S F 2 F 4
■ F 4 7 F 5 F 6 F 8 F 80･ F 5 6 2 04 7 3 80 50 53 39(l

M ic bi l

a n
4 4 25 264〔1〕 田

e r a

St r ai n s 皿 02 a 0 3 0 4 0 5 0 12 0 13 01 4 0 1 02 a 02a , 2b 0 3
g
6 1 04

5 1 05 0 7 凹

F 2 0 1 12 80 0 80 0 64 00 80 0 2 00

F 4 0 2 a 10 0 12 80 0 2 0 0 6 4 00 16 00

F 4 77 03 32 00 12 800 4 00

F 5 04
.

12 80 0 6 40 0

F 6 05 1 28 0 0 1 28 0 0

F 8 0 12 6 4 00 2 00 6400

F 8 0 0 13 6 40 0
2 00

F 56 7 01 4 1 00 64 0 0 匹

2 04 01 6 400 4 0 0 6 4 00 800

7 38 0 0 2 a 20 0 12 80 0
4 00 6 40 0 80 0

16 00

5 05 3 02 a ,2 b 40 0 40 0 64 00

39 0 03 32 0 0 20 0 128 0 0

M i c hig a n 6 1 0 4 3 20 0 6 40 0

44 25 -5 1 05 1 28 00
1 28 00

2 64〔1〕 0 7 16 00 16 0 0 32 00 6 40 0

7 08 012 640 0 2 00
- 640(j

I n
.
iti a l dilu ti o n of a n tis e r a w a s l:10 0 ･ a n d n e g ativ e t e s ts at this dilu ti o n a r e i n d

ic a t ed by a mi n u s sig n ･
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薗株で あ っ た ･

2 .
交差凝集試験 と交差吸収試験

教室保存株 ( F 番号で 表示) お よ び〆r s k o v 博士か

ら分与さ れ た菌株と そ れ ぞ れ の 抗血清 との 交差凝集反

応を T a b l e 2 に 示 した . こ の 裏 と交差吸収試験の 結果

か ら F2 と 204 ,
F 4 と 7 3 8 0 , F 4 7 7 と 39 0 ,

F 5 と

M i c hi g a n 61 . F 6 と 44 2 5 - 5 1 , F 8 と 708 はそ れ ぞ れ

同
〟 の 0 抗原群に 属す る こ とが 判明 し た .

一

方 , 交差

凝集反応が 認 め られ た 204 t 73 8 0 . 5 05 3 の 各抗血清の 間

で 行 な っ た吸収 試験 で は , 血清 204 を 73 8 0 や 50 5 3 の

菌株 で 吸 収 して も , 逆 に 73 8 0 や 505 3 の 血清を 204 の

菌株 で 吸 収 して も吸収後 の 凝集素価に 変化 は全く み ら

れ なか っ た ( T a b l e 3 ) . しか し , 7380 の 血清を 5053

の 南棟で 吸 収す ると 凝集素価 は 6
,
4 00 倍か ら1 00 倍以

下 に 低下 し , 5 0 53 の 血清 を 738 0 の 菌株 で 吸収 す る と

6 , 4 0 0 倍か ら1 ,60 0 倍に 低下 し た .
こ の 成績か ら738 0

T a bl e 3 . R e s u lts o f c r o s s ･ a b s o r pti o n i n O g r o u p l a n d 2

S e r a

S t r ai n s

2 0 4 0 1 7 3 8 0 0 2 a 5 0 5 3 02 a ･ 2 b

N o t

a b s o rb e d

ab s o rb ed b y
N o t

a b s o rb ed

a b s o r b e d b y
N o t

a b s o rb ed

a b s o r b e d b y

73 8 0 5 0 5 3 2 04 5 q6 3 2 0 4 7 3 8 0

2 04 0 1 6 4 00 64 0 0 6 4 0 0 40 0 4 0 0 2 0 0 1 0 0

7 38 0 0 2 a 2 00 6 4 00 6 4 0 0 1 6 0 0 1 6 0 0

5 05 3 02 a ,
2 b

8 00 8 0 0 6 4 0 0 6 40 0 1 6 0 0

I n iti al d il u ti o n o f a n ti s e r a tv a s l :1 0 0
,
a n d n e g a ti v e te st s a t thi s dil u ti o n a r e in di c a t e d b y a m i n u s si g n .

T a bl e 4 . 0 -

a n ti g e n di s tri b u ti o n s ofL K l eb si ell a i s ol a t e s f r o m cli n i c al m a t e ri al s

M at e ri als

0 - a n tig e n s N nt d e cid ed T o t al

o f

St r ai n $
柑
田
川
02 a

u

0 2 a ･ 2 b 03 0年 05 07 0 12 0 13 01 4 R fo r m O th e r s

F e c e s

49 2 9 2 4 5 17 33 0 10 2 4 7 2 3
2 21

(2 2 . 2) ( 13 . 1) ( 0 . 9) ( 20 .
4) (7 . 7) ( 14 . 射 (4 . 5) ( 0 . 9) (1 .8) (3 .2) (1 0 .4)

S p u t u m a n d o r o ･
89 4 8 2 45 14 20 0 8 2 10 巴 29

27 0
ph a ry n g e al s w a b s

(3 3 . 0) ( 17 .8) (1 0 . 7) (1 6 .7) (5 . 2) ( 7 . 4) (3 .0) (0 . 7) (3 .7) ( 1 . 1) ( 10 .7)

U ri n e
17 田 田 22 5 田 0 ロ ロ ロ ロ 6

79

(2 1 . 5) ( 1.3 .9) (2 7 .8) (6 . 3) (1 3 .9) ( 1 .3) (1 . 3) (1 .3) ( 5 . 1) ( 7 . 6)

P u s a n d e x u d at e

13

(4 8 . 1)

5

( 18 . 5)

0 2

( 7 .4)

2

(7 . 4)

3

(1 1 ,1)

0 0 2

(7 . 4)

田 田 0

2 7

別 0 0 d
8

(4 4 . 4)

田

(1 1 . 1)

田 4

(22 .2)

ロ

(5 . 6)

2

(1 1 . 1)

0 0 田 0 n ロ

(5 . 6)
18

Bil e
7

(3 8 . 9)

田

(16 .7)

0 3

( 16 .7)

ロ

(5 . 6)

0 0 0 0 ロ

(5 . 6)

0 3

( 16 .7)

18

Liq u o r
0 n 0 0 ロ

(10 0)

q 0 0 0 0 0 田
ロ

O th e rs
4

( 19 . 0)

巳

(23 .8)

0 6

(2 8 .6)

ロ

(4 . 8)

ロ

(4 .8)

0 0 0 田 ロ

(4 .8)

3

(1 4 .3)

2 1

T ot al
187 四 4 1 27 42 70 0 19 ロ 田 田 65

65 5

(2 8 . 5) ( 15 .7) ( 0 . 6) (19 .4) (6 . 4) ( 1 0 .7) (2 . 9) (1 . 1) (2 .
4) (2 . 3) (9 .9)

*

N u m b e r o f s tr ai n s . P a r e n th e s e s i n di c a t e th e p e r c e n ta g e .



5 1 2

と 50 53 は同
一 の 0 抗原群に 属 して い る こ とが 支持 さ

れ た . 次 に . 390 と 26 4 〔1 〕 の 抗血清 に つ い て 行な っ

た吸収試験に より 吸収後 の 凝集素価 は い ず れ も 1/2
～

1/ 4 低下 した .
こ の こ と か ら39 0 と 26 4 〔1 〕 の 0 抗

原に は共通 部分が少な く な い と推定 さ れ た ･
こ の 場合

そ れ ぞ れ の 0 抗原群 は異な る こ と も考 え られ るが , 今

回 は〆r s k o v の 見解 に従 っ て こ れ らの 0 抗 原 群 を 区

別 して 記載 した . 同様 に ,
F 80 の 抗血清 と他の 抗血清と

の 間で 行 な っ た交差吸収試験 で は吸収後 の い ず れ
の 抗

血清に も凝集素価の 低下 は全く み ら れ な か っ た ･ F 56 7

の 抗血清 に つ い て も同様 の 結果で あ っ た . 以 上 よ り l

如s k o v 博士 か ら分与さ れ た 8 菌 株に 対す る抗血清 と

F80 , F 567 の 計 10 種類の 抗血清を用 い て す で に 述
べ

た方法 で 0 抗原群別 を行 な っ た .

3 . K l e b si e ll a の 0 抗原群

臨床材料か ら分離さ れ た Kl e b si ell a 9 00 株 の う ち ･

重複菌棟 を除く 6 55 株の 0 抗原群分布状 況 を T a b l e

4 に 示し た . た だ し , 1 人の 患者 か ら異 な る 材料 が提出

さ れ た 場合 に は材料別に 1 人と して 記 載 した . 金沢大

学で 分離さ れ た Kl e b si e11 a の 主な 0 抗原群の 分離頻

度 は 01 が 2 7 .7 % , 03 が 19 . 2 % , 0 2 が 1 7 ･ 1 % ,

0 5 が 12 . 1 % で あ っ た . なお , 0 2 a ･ 2 b の 4 株の う ち2

株 は Kl e b si e11 a o z a n a e と 同定 さ れ た .

一

方 , 順天堂

大学 で 分離 され た K l e b s i e ll a の 各 0 抗原群 の 分離頻

度は金沢大学 の そ れと 比 べ て 0 5 が 4 . 2 % と 低 い も の

の ( ズ
2

; p < 0 . 0 5 ) , そ の 他の 0 抗原群の 分離頻度に 差

はみ られ な か っ た . また , 分離材料 と 0 抗原群 との 間

に も
一 定の 傾向 はみ られ な か っ た .

0 抗 原群不明の 菌株 は8 0 株 ( 12 . 2 % ) で あり , こ

の な か で 上述の 10 種輯の 抗血清 に 血清希釈 100 倍で

凝集 し な い 菌株 は 48 株 で あ っ た , ま た , 凝集が みられ

て も免疫株 に 対 す る凝集素価 より も低 く , 4 倍以 上の

差 が み ら れ る菌株 は 17 株 で , こ の う ち 11 株 は 01 ,

0 2 a , 03 の い ずれ か の 抗血清 に 凝集 し た . さ ら に , 凝集

反応 を 実施 す る 時 に R 型 菌 で あ っ た 菌 株 は 15 株

( 2 .3 % ) で あ っ た .

4 .
ス ラ イ ド凝集反応

種 々 の 濃度 の 菌液 と抗血清 に つ い て 行 な っ た ス ライ

ド凝集反応 の 結果 を T a b l e 5 に 示 し た . 凝集反応は1

分以内に粗大 な凝集塊 を形成 し , 完全 な凝集が認めら

れ る場合を ≠ , 凝集塊 は 小さ い が 明瞭な凝集 が認めら

れ る場合を十 , わ ず か に 凝集 が 認 め られ る場合を ± .

全く 凝集が 認 め られ な い 場合を
-

と 記載 した . 抗血清

204 以 外の 抗血清 に お い て も上記 と ほ ぼ同 じ結果が得

られ た . 以 上 の 成績 に よ り ,
ス ラ イ ド凝集反 応に使用

す る抗血清 は凝集素価 が約 100 倍 に な る よ う に 希釈

し , 菌液 は HI 寒天平板 1 枚 の 菌 を 4 mエの 生理 食塩液

に 浮遊 さ せ た状態が適当で あ る こ と が 明 ら か に な っ

た . 以 上の 条件下で ス ラ イ ド凝集反応 を行な っ た結乳

0 抗 原群が明 らか な 菌株 はす べ て そ れ ぞ れ の 0 抗原

群 に 対す る抗血清 に の み 凝集 し , 0 抗原群不明の 10 株

は い ず れ の 抗血清 に も凝集反応は 認 め られ な か っ た .

5 . 薬剤感受性試験 と生物学的性状試験

T a b l e 6 に 生物学的性状試験の 結果 を , T a b l e 7 に薬

T a bl e 5 . R el a ti o n s hi p b e t w e e n a g gl u ti ni n tit e r s a n d sli d e a g gl u ti n a ti o n

S e r um 2 0 4
■1

dil u t e d a t

C ell s u s p e n si o n s
* 2 dil u t e d at

1 : 1 1 : 2 1 : 4 1 : 8 1 : 1 6 1 : 32

1 : 2 0 冊
* 3

竹
■什 出 什 什

1 : 3 0 什 出 冊 H H H

1 : 4 0 什 什 什 出 出 什

1 : 6 0 + 什 什 冊 什 十

1 : 8 0 ± H 出 + +

1 : 1 2 0 + 丹 + +

1 : 1 6 0 十 十 ±

1 : 2 4 0

* 1 A g gl u ti ni n tit e r a g ai n st th e h o m ol o g o u s st r ai n w a s l ‥6
4 0 0 ･

* 2
C ell h a r v e st f r o m o n e pl a t e w a s s u s p e n d e d i n O .5 m l o f s ali n e ･

* 3
Sli d e a g gl u ti n a ti o n r e a c ti o n s a r e d e si g n a t e d a t v e r y st r o n g a g gl u ti n a

ti o n , H ; S t r O n g ,

+ ; W e a k , ± ; n O a g gl u ti n a ti o n ,
-
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T a bl e 6 . B i o c h e mi c al p r
･

O p e r ti e s o f 1 78

K l e b si ell a i s ol a t e s

B i o c h e m i c al t e st s

I n d ol e
,
S I M

V o g e s
･ P r o sk a u e r

Citr a t e , Si m m o n s

U r e a s e , C h ri st e n s e n

L y si n e d e c a
r b o x yl a s e

O r nith i n e d e c a r b o x yl a s e

M al o n a t e

A cid f r o m D
-

gl u c o s e

L a r a bi n o s e

L a c t o s e

M a lt o s e

R h a m n o s e

S u c r o s e

X yl o s e

A d o n it oI

D ul cit oI

M a n nit o I

S o rbi t oI

S ali ci n

I n o sit ol

3 5 (1 9 . 7)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 ( 1 0 0)

17 7 (9 9 .4)

1 78 (1 0 0)

0 (0)

1 7 7 (9 9 . 4)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 (1 0 0)

1 7岳(10 0)

1 6 0 (89 . 9)

7 2 (4 0 . 4)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 8 (1 0 0)

1 7 6 (9 8 . 9)

5 1 3

剤感受性試験 の 結果を示し た . な お . P 株と その D C 株

引まい ず れ の 性状 に も差は全く み られ な か っ た . ま た ,

各 0 抗原群 ( 01 ; 6 0 株 . 0 2 a ;50 株 t O3 ;60 株 .

0 4 ; 4 0 株 , 0 5 ; 4 0 株 , 0 1 2 ; 1 0 株 , 01 4 ; 10 抹) の

問lちも上述の 性状 に 明瞭な差 は み られ な か っ た .

6 .
0 抗原群別と生物学的性状試験お よ び薬剤感受

性試験 の 併用に つ い て

白血病の 1 症例か ら分離 さ れ た Kl e b s i e ll a 2 7 株 の

同 一 性を 菌株に より 性状 に 差 の み ら れ た i n d o l e 反

応 , d u l cit o l の 発酵, さ ら に C E Z , K M , T C に 対す る

薬剤感受性か ら 検討 し, そ の 結果 を T a b l e 8 に 示 し

た . な お , 薬剤感受性は同
一

薬剤 に 対す る M IC 値 に 2

段階以 上の 差が み られ た場合 に 感受性が異 な る と判断

し た .
こ れ に よ り 27 菌株を 0 抗原群か ら 5 種類 に , 生

物学的性状と薬剤感受性 か ら 6 種類 に . 0 抗原群 と生

物学的性状さ ら に 薬剤感受性 か ら 9 種類に 分 け る こ と

が で きた .

考 案

Kl e b si e11 a の 0 抗 原 に 関 し て は 19 49 年 に

K a u ff m a n n
l l I が 3 種類 の 0 抗原群に つ い て 報告 し ,

そ の 後は 19 54 年 の 直sk o v の 報 告 が あ る に す ぎ な
い . また

.
K l e b s i ell a の 0 抗原群が 臨床細菌学の 分野

に 応用さ れ た と い う報告 も な い . こ の よ う に 現在ま で

本菌の 0 抗原群別に 関心 が よせ られ な か っ た 理 由 と

して , す で に K 抗原 型別 の 方法が確立し て お り K 抗 原

の 種類 も81 種類
8)
に 達 し て い る こ と , K l e b si ell a の K

抗原 は耐熱性 で あ る た め に 0 抗原群決定 に は 無罪膜

変異株を分離 す る必 要 が あ る こ と , さ ら に こ れ ま で 0

T a bl e 7 . A n ti mi c r o bi al s u s c e ptib ili ty of 2 7 0 K l eb si ell a i s ol a t e s

A n tibi oti c s
M i ni m u m i n hib it o r y c o?

C e n tr a ti o n (〟g/ m l)

≦0 .2 0 .3 9 0 .7 8 1 . 5 6 3 . 13 6 . 2 5 12 . 5 2 5 5 0 1 0 0 > 10 0

A B P C

5 (2 . 0)

1 (0 . 4)

77(6 5 . 3)

3 ( 1 . 0)

2 (0 . 7) 40(5 2 . 0) 7 ( 17 . 3)

2
*

(0 .7)

7 (1 7 .3)

9 (3 .3) 0 (11 .3) 3 (34 . 1) 8(2 5 . 3) 8 (2 5 .3)

S B P C 4 (1 .3) 2 (0 .7) 2 (0 . 7) 1 2 (4 . 7) 50 (92 . 6)

C E Z 1 4 (5 .3) 9 (3 .3) 4 (1 . 3) 5 (2 . 0) 2 (0 .7)

K M

G M

T C

9 (3 . 3)

9 (2 9 . 3)

5 (9 . 1)

30(4 8 . 4)

7 (2 . 9)

3 (3 4 . 5)

8(2 8 . 9)

2 (0 . 7)

4 (3 4 , 9)

9 (3 .5)

1 4 (5 .4 )

1 8 (6 .7)

4 (1 .4)

4 (1 .4)

4 (1 . 4)

4 (1 . 4)

4 (1 . 4)

3 (1 . 1)

6 (2 . 1)

1 4 (5 .2)

3 (9 .0)

C L 6(3 5 . 5) 38(5 1 . 1) 5 (1 . 7) 5 (1 . 7) 8 (3 .1) 3 (1 .0) 8 (2 .9) 1 (0 . 4) 3 (1 . 3) 3 (1 .3)

*

N u m b e r of s tr a i n s ･ P a r e n th e s e s i n d i c a t e th e p e r c e n t a g e



5 1 4 口

T a bl e 8 . C h a r a c t e r s o f K l e b si ell a i s ol a t e g f r o m cli ni c al m a t e ri al s i n a p a ti e n t wi th c h r o ni c

m y el o g e n o u s l e u k e m i a i n b l a s ti c c ri si s ･ (1 9 7 6 ･ 8
-

1 9 7 7 ･ 1 2)

c h a r a c t e r s
M a t e ri a l s F e c e s th r o a t s w a b s bl o od

0 - a n ti g e n s 0
-

1 0 -2 0- 3 0- 5 0
-

1 2 0
岬

1 , 0
-

3 0
-

1 2 四

I n d ol e + 十 +

A cid f r o m D ul cit o l + 十 + + +

M■I C s ■ f o r K M 2 5 3 .1 3 2 5 3 .1 3 6 , 2 5 3 . 1 3 1 . 56 3 . 1 3 3 ,1 3 2 5 3 . 1 3 3 .1 3 3 .13

C E Z 6 . 2 5 5 0 > 1 0 0 1 .5 6 1 . 5 6 1 . 5 6 > 1 0 0 1 . 5 6 1 . 5 6 6 . 2 5 1 . 5 6 1 . 56 1 .56

T C ･ 6 .2 5 > 1 0 0 > 10 0 6 .2 5 1 2 . 5 6 . 2 5 > 1 0 0 6 . 2 5 1 2 . 5 3 . 1 3 6 . 25 6 . 25 6 .25

*
M i ni m u m i n hib it o r y c o n c e n t r a ti o n s

抗原群 の 種類 が わずか に 5 種類
1 2)
と少 なか っ た た め と

思わ れ る .

K 抗原型別は従来 よ り莱膜膨化試験 に よ り行 な わ れ

て き た . しか し , 英膜膨化試験 を行な う に は あ る程度

の 熟練を要す る こ と や , 市販の 抗 血清に は弱 い な が ら

も 一 部 に交差凝集反応が み られ る
9)
こ とな ど か ら 本菌

の K 抗原型別 は 一 部の 研究機関で 行な わ れ て い る に

す ぎな い
川 )

. 著者 も市販の 72 種類 の 抗 K 血清 を 用 い

て 免疫株13 株 に つ い て 英膜膨化試験 を試 み たが , K 抗

原を 決定す る こ と は で き なか っ た . さ ら に ,
こ れ まで

Dif c o か ら市販さ れ て い た K 抗原型別用抗血清 が製

造中止 に な っ た こ と を考慮 す る と , 本菌の K 抗原型別

を実際 に 行 なう こ と は容易で な い と 考え ら れ る .

K l e b si ell a の D C 株は炭 水化物を含ま ない 培地に 培

養を繰り返 し たり , 5 0 % 胆汁 ブイ ヨ ン に 数回継代培養

す る こ と に よ り得 られ るが , い ず れ の 方法 も常 に D C

株が分離 さ れ るわ けで は な い
I l)1 7 )

. 今回の 検討 で も 0

抗原群不明株 の な か に D C 株 で な い 菌株 が含 まれ て い

る可能性 も考え ら れ る . し か し , 大部分 の K l e b si ell a

に お い て 比較的短期間 に 群別可能 な D C 株 が分離 さ れ

た こ と , さ らに 0 抗原群別 に ス ラ イ ド凝 集反応の 有用

性が示唆さ れ た こ と は今後本菌の 0 抗 原 群別 が 容易

に 実施 で き る こ と を 示す も の と して 注目さ れ る .

K l e b si ell a の 0 抗 原 は S a l m o n ell a と 異 な り

E s c h e ri c hi a c o li や v i b ri o p a r a h a e m o l y ti c u s に み

ら れ る よ う に 主要 0 抗原 1 種類 を も っ て 1 つ の 0 抗

原群 と し て 表 示す る傾向 に あ る .
こ の 場合 , 抗血清 の

吸収試験 に て 凝集素価 が よ り強 く 残 っ た も の を 主要

0 抗原 と して い る
1 5)

.
こ れ ま で , K l e b si e ll a の 0 抗原

群 は 11 種類
1 7)
が報 告さ れ た が , か sk o v 博士 に よ る と

( 私信) 01 1 は04 と 同一
一 の も の で あ り ,

0 6 は 01 . 08 と

09 は 02 と み な さ れ , 01 0 は K l e b si e ll a 以 外の 菌で記

載 さ れ た た め に 0 抗原群か ら除外さ れ て い る と の こ

と で あ っ た . こ れ に より Kl e b si ell a の 0 抗原群は現

在 7 種類 に 整理 さ れ t O 2 はさ ら に 02 a , 0 2 a ･ 2b の2

.
亜群 に 分類 され て い る . す で に 述 べ た ご とく , 今回は

上述の 8 種類 と新 し い 0 抗原群 に 属す る 013 , 0 14 の

計 10 種類 の 抗血清 を使 っ て 群別 を試 み た . そ の 結果.

0 1 が 28 . 5 % と最 も多 く , 次 い で 03 , 0 2 の川貞に分離さ

れ た
. 各 0 抗原群 の 分離頻度 に 関す る報告 はな いが,

K 抗 原 15 か ら 62 ま で の 51 株 に つ い て 検 討L た

かs k o v の 報 告
1 2)
で も01 , 03 , 0 2 の 順 に 多 く 分離さ

れ著者の 成績と ほぼ
一 致 して い た . な お . 0 7 に属する

南棟 が全く分離さ れ なか っ た こ と や , 0 2 a
･

2 b の4 株

の う ち 2 株 が K . o z a n a e で あ っ た こ と か ら

K l e b si ell a の 疫学的研 究 に こ れ らの 抗血清 の 使用 は

そ れ ほ ど有用 と思わ れ なか っ た .

0 抗原群削が Kl e b si ell a の 疫学的研究 に 有用 で あ

る か 否か に 関 して は , 臨床分離株を K 抗原型別から検

討 し た坂崎 ら の 成績隼に 比 べ て l
わ ず か 3 種類の 0 抗

原群が Kl e b si ell a 全休 の 約60 % を 占め て い た ことか

ら 0 抗原群別の み で 本 菌の 疫学 を詳細 に 論 じ る こ と

は で き な い . し か し , 大部分の 南棟 で 1 週 間以 内に DC

株 が分離 さ れ ,
ス ラ イ ド 凝集反 応に よ り 簡便か つ 迅速

に 0 抗 原群 を 決定 す る こ と が で き た こ と か ら , 血清型

別 で は最初 に 0 抗 原群 に よ り K l e b si e ll a を分 類する

こ と が 本菌感染症 の 疫学を論 じる場合に 実馴勺と思わ

れ た . しか も , K 抗原型別単独 より も K 抗原型別と生

物学的性状試験の 併用 が Kl e b si ell a の 分 類 に 有用 で

あ っ た と い う R e n n i e ら
67
0) 報告か ら , 0 抗原群別にそ

の 他の 性状試験 を併せ て 実施す る こ と に より 本菌をさ

ら に 細か く 区別 で き る こ とが 期待 さ れ る . 今回の検討
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より , 0 抗原群別に 併用す る性状試験 と し て 生物学的

性状で はi n d
o l e 反応 と d u l ci t o l の 分解 が ･ 薬剤感受

性で は C EZ , K M ･ T C に 対 す る感受性試験 が 実用 的

と思われ た . と く に , i n d o l e 陽性 率は こ れ ま で 1 ～ 6

%
l 川 潮
と さ れ て い た が , 著者の 或績で は 約 20 % で あ

り , 諸家の 報告
引 7)1 9 )
で も 15 ～ 1 7 % で あ る . こ の よ う な

in d ol e 陽性株増加 の 原因 は明 らか で な い が . i n d o l e

産生の 違い に よ り耐性型や R 因子型 が異 な る
2 0I
と さ

れて おり , i n d o l e 陽性株の 今後の 動向が注目 さ れ る .

R 型菌を除 く 0 抗原群不明株 は6 5 株( 9 .9 % ) で あ

っ て . 0 抗原群 の 決定 はす で に述 べ た ご と く , 披検 南

棟に 対す る抗血清 の 凝集素価が免疫株 で 測定 し た凝集

素価の 50 % 以 上 を示す 場合 に 免疫株 と同 じ 0 抗 原群

に属する と判断 し た . しか し , 細 菌の 0 抗原 は通常 い

く つ か の 部 分 抗 原 か ら な っ て お り
2 1)

,
す で に

Kl eb si e ll a の 0 1 . 0 2 の 0 抗原群は複合抗原 で あ る こ

とが明ら か に され て い る . しか も , こ の よ う な菌株 で

は主要 0 抗原 の 量的 な遠 い に よ り凝集反応 に 強弱 の

差が生じ る こ とが 予測さ れ る . 従 っ て . 今回 の 不明株

のなか に す で に 述 べ た 9 種板の 0 抗原群 に 特異 な 0

抗原を有す る菌株が含ま れ て い る こ と も考え られ る .

R 型 菌 の 分 離頻度 に 関 し て , K a u ff m an n
川
は 約

42 ･2 % で あ っ たと 報告 して
｡
い る が著者の 成績 で は わ

ずかに 2 .3 % で あ っ た . かsk o v
1 2 }
も R 型菌を 含む 0

抗原群不明株 は15 .6 % で あ っ た と報告 して い る . こ の

ような R 型 菌の 出現頻度 の 差は K a u ff m a n n が 5 0 %

胆汁ブイ ヨ ン を 使 っ て D C 株を 分 離 し て い る こ と か

ら, 分離方法の 遠 い に よ る も の と思 わ れ る . な お . R

型菌は尿か ら高率 に 分離 さ れ て い る
I l )
が 今回の 成績 で

はその よう な傾向 は み ら れ なか っ た .

結 論

各種の 臨床材料 か ら分離さ れ た K l e b s i e ll a 9 00 株

を対象に 0 抗原群別 を試 み た . 同 一 症例 か ら の 重 複南

棟を除く6 55 株 の 0 抗原群別の 成績 は お よ そ 次 の よ

うに 要約さ れ た .

1 . 対象と し た 655 株の う ちの 57 5 株( 8 7 . 8 % ) に

0 抗原群が決定さ れ た . 各 0 抗原群 の 分 離頻度 は 01

が28 .5 % , 0 2 a が1 5 . 7 % , 02 a
･

2 b が 0 . 7 % .

03 が19 . 4 % , 0 4 が 6 . 4 %
, 0 5 が 10 . 7 % , 0 1 2

が2 .9 % で あ っ た . ま た , 新 し い 0 抗原群 と思 わ れ る

F80 ( 0 1 3 ) , F 5 6 7 ( 01 4 ) の 各抗血清 に そ れ ぞ れ

7 株 ( 1 . 1 % ) , 1 6 株 ( 2 .4 % ) の 凝集 が み ら れ た .

2 . 0 抗原群不 明株 は8 0 株 ( 12 . 2 % ) で , そ の う ち

の15 株が R 型 菌で あ っ た .

3 ･ あ る特定の 0 抗原 群 に 属す る菌株 が特定 の 臨

床材料か ら多く 分離さ れ る こ と は なか っ た .

4 . 至適条件下 で の ス ラ イ ド凝集試験が 0 抗 原群

の 決定 に 有用 と思わ れ た . 0 抗原群別 は K 抗原型別 に

比 べ て 使用す る抗血清が少な い こ とか らも 容易 に 実施

で き る と思わ れ る .

5 . 生物学的性状で はi n d o l e 反 応 と d ul ci t o l の

分解 が Kl e b si ell a の 分類に 実用的と思わ れ た . ま た .

本菌を さ ら に 細か く 分類する に は K M . C E Z , T C の 感

受性試験が便利 と思わ れ た .

6 . 慢性骨髄性白血病の 急性転化例 か ら 分離 さ れ

た 27 菌株 は 0 抗原群か ら 5 種類 に , 生物学的性状 試

験 と薬剤感受性試験を こ れ に加え る こ と に より 9 種類

に 分類さ れ た .

今回の 成績 か ら 0 抗 原群別 と生物学的性状試験 な

ら び に 薬剤感受性試験 の 併用が Kl e b s ie ll a 感 染症 の

疫学的研究に 利用で き る こ とが 示唆さ れ た .
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A n ti m i c r o b i al s u s c e p ti b 皿it y o f 2 7 0 K l e b si ell a is ol a t e s

sh o w e d t h a t a n ti b i o ti c s s u c h a s k a n a m y c in , C e f a z o はn a n d t e t r a c y c 血 e w e r e u s e f
u l f o r fu r t h e r

S u b di v isi o n o f t h e s e o r g an i s m s .

5 . A m o n g 2 7 K l e b si ella i s o l a t e s ff o m a p ati e n t w it h c h r o n i c m y el o g e n o u s le u k
e m i a i n b l a sti c

c rl苧1 S , O n l y 5 0
-

S e r O g r O u P S W e r e d e t e ct e d u s in g l O O
- a n ti s e r a ･ T h e a d d iti o n o f b i o c h e m i c al a n d

s u s c e p tib i h t y t e st s t o t h is O
- S e r O g r O u P i n g m a d e it p o s sib l e t o fu rt

h e r s u b d i v i si o n i n t o 9 b i ol o gi c al

餅O n p S O f K l e b si e ll a .


