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要約 

 

近年難治性乳房炎の要因の１つとしてバイオフィルム（BF）が注目されている。BF は物質

の表面に付着した微生物集団と微生物によって産生される細胞外マトリクス成分（EPS：

Extracellular polymeric substances）によって構成される複合体を言う。そこで管内酪農家の

バルク乳由来黄色ブドウ球菌（SA）の BF 形成能、搾乳機器の洗浄・殺菌への影響および薬剤

感受性を調査した。BF 形成能の検出には変法コンゴーレッド寒天培地を用い、黒色コロニーを

形成したものを BF 形成株とした。供試した 59 株の SA において全株が BF 形成 SA（BFSA）

だった。これらの BFSA は最小濃度の搾乳機器用洗浄剤には 4 株中 3 株、殺菌剤には 5 分以上

の感作で全株が感受性を示した。また、各種薬剤の最小殺菌濃度（MBC）は高値（＞1,024μ

g/mℓ）を示した。今回の調査から、BFSA はバルク乳における存在率は高いものの、一般的な

衛生管理の徹底により搾乳機器からの排除は可能と考えられた。一方 BFSA による牛乳房炎は、

薬剤治療がより困難なことが示唆された。以上の成績はより効果的な搾乳衛生指導の一助として

有意義と考えられた。 

 

１ はじめに 

乳房炎原因菌の１つとして長年にわたり

様々な対策が講じられてきた黄色ブドウ球菌

（SA）は現在も乳質等への影響が大きい細

菌として認知されている。一般的に SA によ

る乳房炎は治癒率が低く、伝染性のため牛群

中の慢性乳房炎牛増加を招く要因の１つとさ

れている［10］。 

治癒率が低い要因の１つとして、注目され

ているのが近年 SA のバイオフィルム

（BF）である［1,4］。BF は物質の表面に

付着した微生物集団と微生物によって産生さ

れる細胞外マトリクス成分（EPS：

Extracellular polymeric substances）によ

って構成される複合体であり、図１のような

形成過程を辿る［2］。 

また、管内酪農家全戸を対象としたバルク

乳細菌検査における SA 分離戸数を 2015～

2020 年度の 5 年間で比較したところ、2017

年度以降増加傾向を示している（図２）。 

今回より効果的な搾乳衛生指導の一助とす

るため、管内酪農家のバルク乳由来 SA の

BF 形成能、搾乳機器の洗浄・殺菌への影響

及び薬剤感受性を調査した。

図１ BF 形成過程 

図２ バルク乳中の SA 分離農家戸数の推移 



 

 

２ バルク乳由来 SA の BF 形成能調査 

（１）材料および方法 

 2014 年度に分離した 23 株および 2020 年

度に分離した 36 株、計 59 株のバルク乳由

来 SA を材料とした（表１）。 

方法は変法コンゴーレッドアガー法

（MCRA 法）を用いた［5］。MCRA の組

成は表２に示した。MCRA 法は直接 BF 形

成を検出するものではなく、細菌の BF 形成

に関わる EPS 主要成分の１つである細胞外

多糖の有無を判定する。 

MCRA に SA を塗抹し、37℃、48 時間、

好気条件下で培養後、黒色コロニーを形成し

たものを陽性、それ以外の色のコロニーを陰

性（図３）とした。 

 

表１ 供試菌株内訳 

分離年度 菌株数 農場数 

2014年 23 23 

2020年 36 21 

計 59 44 

 

表２ MCRA 組成 

成 分  

コンゴーレッド色素 0.4g 

グルコース 10g 

BAB-2※ 40g 

精製水 1L 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ MCRA 陽性・陰性コロニー 

 

 

 

 

 

（２）結果 

 調査した SA 全株が、細胞外多糖を有して

いた（表３）。 

 

表３ 細胞外多糖形成能 

 

 

 

 

 

 

 

３ BF 形成株に対する消毒薬等の影響 

（１）材料および方法 

 SA 6 株（BF 陽性コントロール：

ATCC29213、MCRA 陽性株：5 株）を用い

て、搾乳機器洗浄剤および殺菌剤への感受性

試験を実施した(表４)。 

 ミューラーヒントン寒天培地（MHA）で

37℃、24 時間好気培養した SA をミューラ

ーヒントン液体培地（MHB）により 2～

5×107CFU/ml に濃度調整後、H.CERI らの

方法［6,9］を用いてペグへ BF を形成させ

た。 

搾乳機器洗浄剤感受性試験では使用規定濃

度（0.5%）に調整し、60℃に保温したアル

カリ性洗剤に 45℃、7 分間感作後、滅菌蒸

留水で 3 回洗浄、使用規定濃度（0.1%）に

調整した酸性リンス剤に 37℃、1 分間感作

させ、滅菌蒸留水で 3 回洗浄後、MHB によ

り 37℃、24 時間回復培養を行った（図４）。 

搾乳機器殺菌剤感受性試験においても洗浄

剤と同様の方法でペグへ BF を形成させた後、

使用規定濃度である 300 倍およびその 2 分

の 1 の濃度である 600 倍に希釈した殺菌剤

に 1 分、5 分および 10 分間、室温

（22.3℃）で各々感作させた後、滅菌蒸留水

で 3 回洗浄後、MHB により 37℃、24 時間

回復培養を行った。 

ペグに付着した SA の生存については微生

物検出キット Microbial Viability Assay Kit-

WST（㈱同仁化学研究所）を使用して判定

した（図５）［8］。 

 

 

分離年度 有 無 

2014 年 23 0 

2020 年 36 0 

計 59 0 

※：Blood Base Ager-2 

陽性 陰性 



 

 

表４ 感受性試験供試 SA 一覧 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）結果 

 洗浄剤は 6 株全てで感受性が確認された

（表５）。 

殺菌剤は規定濃度（300 倍希釈）の場合、

どの感作時間においても感受性であった。し

かし、規定の 1/2 濃度（600 倍希釈）の場合、

1 分間の感作で 6 株中 2 株が耐性を示した

（表６）。 

 

表５ 洗浄剤感受性試験結果 

 

ATCC

29213 
1561 1579 11 18 25 

アルカリ

性洗剤 

＋ 

酸性リン

ス剤 

+ + + + + + 

＋：感性 

 

表６ 殺菌剤感受性試験結果 

希

釈

倍

率 

感作

時間 

(分) 

ATCC 

29213 
1561 1579 11 18 25 

300

倍 

1 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

5 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

10 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

600

倍 

1 － ＋ ＋ ＋ ＋ － 

5 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ± 

10 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

＋：感性  ±：中間  －：耐性 

 

４ BF 形成と薬剤感受性の変化 

（１）材料および方法 

「３ BF 形成株に対する消毒薬等の影

響」試験と同様の SA 6 株（BF 陽性性コン

トロール：ATCC29213、MCRA 陽性株：5

株）を用いて、BF を形成していない状態

（BF（－））および BF を形成した状態

（BF（＋））で 5 薬剤（ABPC, OTC, SM, 

KM, ERFX ） に 対 す る 最 小 殺 菌 濃 度

（ minimal bactericidal concentration ：

MBC）を測定した。BF の形成については

「３ BF 形成株に対する消毒薬等の影響」

分離年度 菌株 No. MCRA 由来 

 ATCC29213 陽性  

2014 1561 陽性 バルク乳 

2014 1579 陽性 バルク乳 

2020 11 陽性 バルク乳 

2020 18 陽性 バルク乳 

2020 25 陽性 バルク乳 

図４ 洗浄剤感受性試験フローチャート 

図５ 微生物検出キット 

Microbial Viability Assay Kit-WST 



 

 

試験と同様に H.CERI らの方法を用いてペ

グへ BF を形成させた。薬剤感受性試験は

CLSI（Clinical and Laboratory Standards 

for Institute）の微量液体希釈法により実施

し た 。 薬 剤 は 2 倍 階 段 希 釈 に よ り

1,024μg/ml～1µg/ml まで濃度調整を行った。 

BF(－)の SA 生存の有無については薬剤に

感作させた後の培養液を MHB で 10 倍に希

釈後、MHA に接種し 37℃、24 時間好気条

件下で培養し、コロニーの有無で確認した。 

BF(+)の SA 生存の有無については「３ 

BF 形成株に対する消毒薬等の影響」試験と

同様に微生物検出キット Microbial Viability 

Assay Kit-WST（㈱同仁化学研究所）によ

り判定した。 

薬剤感受性試験の方法を図６および７に

示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）結果 

 全株がどの薬剤においても BF(－)と比べ

BF(＋)の MBC で高値を示した(表７、８)。 

 

表７ BF（－）MBC 結果一覧 

菌株/ 

薬剤 

ATCC 

29213 
1561 1579 11 18 25 

ABPC 32 256 8 8 8 8 

OTC 512 256 8 256 512 64 

SM 16 64 16 64 64 32 

KM 16 64 8 32 32 16 

ERFX <1 <1 <1 <1 <1 <1 

 

表８ BF（＋）MBC 結果一覧 

菌株/

薬剤 

ATCC 

29213 
1561 1579 11 18 25 

ABPC >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 

OTC >1,024 512 256 >1,024 1,024 >1,024 

SM 1,024 512 256 >1,024 1,024 >1,024 

KM 32 512 >1,024 >1,024 1,024 >1,024 

ERFX 256 512 256 >1,024 1,024 >1,024 

図６ BF（－）の薬剤感受性試験フロ

ーチャート 

図７ BF（＋）の薬剤感受性試験フロ

ーチャート 

（µg/ml） 

（µg/ml） 



 

 

５ 考察 

バルク乳由来 SA の BF 形成能調査では供

試菌 59 株全てで BF の主要構成成分の１つ

である細胞外多糖形成能陽性となり、バルク

乳由来 SA の BF 形成能保有率は高い可能性

が示唆された。 

搾乳機器洗浄剤および殺菌剤効果における

試験では規定の濃度・手順の場合、BF 形成

による洗浄・殺菌への影響はないことが示さ

れ、正しい手順と薬剤濃度により BF を形成

した状態の SA も排除可能と考えられる。 

また、薬剤感受性試験では BF 形成状態で

の MBC は BF を形成していない場合と比較

し、高い濃度を示していたことから、SA に

よる乳房炎の難治性に BF 形成の関与が示唆

された。 

しかし、今回行った試験はいずれも

Christense らの開発した BF 形成の定量的

検査方法［6］のように直接的な BF 形成の

有無および BF 形成時の菌の定量による確認

が必要と思われる。 

今回の調査からバルク乳由来の SA は BF

形成能保有率が高い可能性があるものの、 

①搾乳機器の水洗による有機物の除去 

②規定濃度・反応時間・温度を守った洗浄

③殺菌剤の使用 

といった搾乳機器の洗浄・消毒の徹底により 

搾乳環境中の BF 形成 SA の残存を抑制する

ことで農場内での新たな SA 感染牛の増加抑

制につながると考えられる。 

また、バルク乳由来 SA の BF 形成による

薬剤感受性の低下が示され、動物医療分野に

おける BF 形成細菌感染症に対するメカニズ

ムの解明と効果的治療法確立に繋がることを

期待する。 
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