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1-6 汚染指標鯛醸の諮諜剤耐性について

芦立徳陣(函館工業高専環境都市工学科〉

第10回衛生工学シンポジウム
2002.10北海道大学学術交流会館

1.はじめに

塩素消毒は、水の微生物的安全性を確保し、水系感染症の発生または流行の坊止に大きな役割

を果たしており、水処理システムにおいて、必須プロセスとされているが、最近塩素に耐性のあ

る病原微生物(細菌、ウイ)~ス、原虫等)の存在が明らかになり問題となっている。これらが確

実に死滅しなければ水系感染症が広まる思れが出てくる。そのためにはこれら病原微生物の存

否を示唆する指標細曹が必要となるが、その指標細菌は当然塩素消毒に対して‘病原微生物と同

程度かそれ以上の耐性を持ったものでなければならない。

著者は、この問題の糸口をつかむために、塩素添加前後の腸内細菌の分類を腸内細商分類シ

ステム (API20E)によって行い、塩素添加前には大部分を占めていた Escherichiacoliが添加

後は全く検出されず、 Klebsiella0.砂如何等の Klebsiella属が多く検出されたという結果を得て

いる 1)。しかし、その時の実験のように流入下水を試料として用いる場合、細菌個々が全て分

散して存在しているとは限らず、集塊を形成したり、央雑物の内部に潜んでいたりして本来塩

素耐性の無い細菌が生き残る可能性がある。その危験性を避けるためには、 1次消毒で生き残

った細菌のコロニーを集菌してその網蘭群にたいして2次消毒をする必要がある。

本研究は、上記のことを考慮して、下水処理場から採取した流入下水に塩素を添加して、残

存した細蘭を塩素耐性細龍としその分類同定を行

ったものである。

2.研究方法

2. 1実験方法

① 試料は函館市南部下水処理場の流入下水を粗

ろ過し、リン酸緩衝希釈水で 10倍に希釈して

使用した。

②塩素は、食品添加物の次亜塩素酸ナトリウム

を希釈して使用した。

③ 指標細菌検出には、 m占'ndo培地(大腸菌群

を検出)m-Kleb培地 {Klebsiellaを検出)を用

いた。

④細菌の分類同定は、 bioMerieux社の自動細菌

検査装罷ATB Expressionを用いた。分類同定の

フローシートを図'-1に示した。

2.2実験手頗

① 先に述べた処理をした試料 200mlを共桧三

角フラスコに入れ、次亜塩素酸ナトリウムを塩

素にして 1.0ppmになるように添加した。 20"C

で60分間静置した後、 3%チオ硫酸ナトリウム

溶液を加えて塩素を分解した〔第1次消毒実験]

② 消毒訴と消毒後の試料を適宜希釈し、 m・Endo
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培地及び、mωKleb培地で培養した。

(35'C、 24hr)

φ 摘培地に出現したコ口ニーのうち代表
的なものを錦蓄し、 e以下む操作を行っ
て分頼同窓を行った。

モ会 碍培撞上に出現した全てのコロニー

(③のコロニーを含む)を釣薗し、リン

酸緩衝希釈水に蕗濁する。これをよく護

持して2次損毒対象試料とした。

⑤①~③と向じ操作を様り迭す。

[第2次消毒実験]

命 出現したコロニーを釣菌し、純菌抹を

得るため紅、 EMB培地上に画線し 35'C.

24 hr培養した。

ぐVEMB培地上の分離独立したコ5ニー
を釣臨し、斜面霊祭天培地で35'C24hr増

欝培義した。

@ 増殖したコロニーを釣菌し、 0.85%減

蕗生理食塩水 2mlt之懸濁させて、マタ
フアーランド濁鹿が 0.5となるよう醸液

を調整した。

@ ⑦の菌液を ID32EAPIプレート上のマイ

磁豊富市鳶阪下水処理霊場にで
続入下水採取組ろ滋

決選滋議後ナトザウム
1ppm添加自 O分銭費量
(1次調理事語}

釣滋

鈎箇・磁線

クロカップに55μfずつ分注し 37'C、 関-2 諮審実験の手j寝

24hr培養した。

@ APIプレートを自動綿菌検査装置ATB Expressionにかけ、縮菌の葡種をコンゼュータ判定
する。(ID32毘APIの生化学テスト項自は巻末に示す)

3.実験結果と考察

下水処理場流入下水を

10 倍に希釈した試水に壇

素 1ppmを加えた前後の

大腸欝群と Klebsiellaの鱒

菌数を図-3に示した。

大援態群と Klebsiellaの

生存率はそれぞれ 0.10%、

0.052%となり、大腸菌群の

方が Klebsiellaより生存率

が上部った。大麓欝群を検

出するために用いている

m-Endo培地で検出される縮

菌群の中にKlebsiellaも含ま

れるので、この結果は

大腸菌群

Klebsiella 

Cl2消毒前

Cl2潟毒後

Cl2消毒前

10' 

縞菌数 (CFU/ml)

図-3 議議消審前後の綿密数
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Klebsiellaより塩素離性のある菌穂が大欝議群に含まれていることを示唆している。

第1次、第2次損毒後、 m繍Kleb培地と m同Endo培地に出現したコロニーを分類関定した結果

を表ーし表… 2に示した。消毒を2次にわたって行う狸由は留践に述べたとおりであるが、

以下の結果は、塩素耐性

麗を絞り込む効果ももた 表-1分蕪再定結果 (m幽Kleb培地)

らしたといえよう。

義一 1に m-Kleb培地

上のコ口ニーの分類部定

結果を示した。表からも

鳴かえEように、第 1次、

第2次消毒後に生き残っ

た菌種は全く持ーで菌株

数の都合もほぼ向ーであ

った。特に、 Klebsiella

planticolaは第1次、第

2次とも大きな割合で

出現したことから、塩素

にきわめて耐性のある

麓種と考えられる。

表-1に FかEndo培地

上のコロニーの分類同窓

結果を示した。第1次消

毒後に検出された欝種は

6種、第2次補審後に検

出された簡穣は5種で問

ーの菌種は2種のみであ

った。

第1次消毒後に、塩素

消毒に弱いと考えられて

いる Escherichiacoli tJt 

最も多く検出されたと

とは、皆顕に述べた第1次消毒の試料では、縮欝が集塊を形成したり、央雑物の内部に潜ん

でいたりして本来壕素樹性の無い掘菌が生き残った可能性が推謝される。ただ、第2次補講後

もEscherichiacoliが2株検出されたことは、 Escherichiacoliにも塩素離性のある鹿靖型が

あることを示唆している。 Klebsiellaplanticolaは4抹検出され、 m-Kleb培地の結果と一致

する結果となった。 Enterobactercloacaeは最も多く検出され、当節腎頭に述べた、大腸蘭群の

中に存在すると予測されたKlebsiellaを上罷る塩素樹性菌種は当菌種である可能性が高い。

本実験で、 Klebsiellaplanticolaや Enterobactercloacaeの境素縦性が明らかになったが、あ

くまでも塩素 lppm添加の結果にすぎない。より強い塩紫耐性を持った指標細菌の追究が今後

の課題である。

参考文戴1)芦立徳浮..塩素代替灘署筆法の議事警効薬とその指標総務について，第2慰衛生工学シンポジウム (994)

2) APHA，AWWA and WEF:Standard Methods for the Examination ofWater and Wast，邑water20IhEd.(1998) 

第1次?語審後 菌株数

Klebsiella pneumoniae SSp pneumoniae 

Klebsiella planticola 

3 

1 1 

Klebsiella 

数
ーニ綜醤第2次損毒後

Klebsiella pneumoniae s伊 pneumoniae

Klebsiella planticola 

Klebsiella 

5

9

 1 

表-2分類同定結果 (m占'ndo培地〉

第1次損芝挙後 襲株数

Escherichia coli 5 

Klebsiella pneumoniae pneumoniae 2 

Klebsiella planticola 4 

Klebsiella terrigena 2 

Enterobacter asburiae 

Salmonella arizonae 

1 

1 

菌株数第2次消毒後

Escherichia coli 2 

Klebsiella planticola 4 

Enterobacter cloacae 7 

Citrobacter freundii group l 

l Enterobacter amnigenus 
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※ ID32EAPIの生化学テスト項目

主，7" テスト 成 議
基， 質 反応/欝索

陰性No. 項目 揚性

1.0 ODC L-れにわ.塩駿塩 オ)~ニチンデカJ~ポキシう-t' 赤色/オレン 黄色/澱色一

1.1 全DH L-YJ~r ニンー謹離塩 YJ~r ニンデ Eド Sう舗を. ジ色 オレンジ色

1.2 LDC 塩酸1)ジン リグンデカ)~ポキシラ帽t' 青色一紫色 黄色一締告

1.3 URE 尿索 ウレY-t' ピンクー紫色 黄色/黄色

1.4 LARL L-J7ピトJv 毅性化
黄色/ 青色/

1.5 GAT D-:1J' 7夕刊ン酸 酸性化
締色一黄色 青色一織色

1.6 5KG 5-ケトグ)vJン酸抑ウム 酸性化

1.7 LIP )tJン酸ふ7'註モインドキシJ1- ザJ¥'-t' 青色 無色

1.8 RP ピ)~ピン酸ナトリウム 酸性化 黄色 赤色/オレンシ'色

1.9 βGLU p-ニトロ7ェニ}~-β 輔D-!J'Jyコシド s-グ}vコシダ開t' 鵡色 無色

1.A MAN Dペンニトーjト 離性化

1.B MAL DペJvト同ス 酸性化 黄fS/ 育fS/

1.C ADO 7ドニット 酸性化 締告一黄色 青色一線也

1.D PLE J¥'ラチ)-7-. 麓性化

1.E βGU双 p-ニトロ7ェニJv- β-D-ゲ )y~Dニド Jv~nニダ -t' 粛也 無色

l.F MNT マロン酸?トリウム 炭素源利用性 予雪組一緑色 黄色/

/資金 設い隷程

0.0 IND しトリプト77ン インド -Jy産生 James試薬1楠/直後に読み取り

ピンク色/赤 無色/蹟色/

色 ベージュ色

0.1 βNAG 5-7' ロモ-4-~D仏3 インドキシJv N-Yt引い β-~'JvJサミニゲ制 脅fS 無色

0.2 sGAL ?ニトロ7エニjいβ・D・:1J'7~ トピう s-Mクトシダ -t' 灘色 無色

0.3 GLU ブドウ糖 畿枝記

0.4 SAC お糖 酸性化 黄告/ 青色/

0.5 LARA L-J7ピ/町ス 酸性化 締色一黄色 脅色締飽

0.6 DARL D-J7ピトJv 盤投住

0.7 αGLU ?ニトロ7エニjドα剛D-fJvコシド α-f Jvコシダ欄t'
裁飽 無色

0.8 αGAL ?ニトロ7エニJv-α・D・:1J'7クトピラ α-:1J'ラクトシダ-t'

。.9 主'RE トレ}¥かZ 畿性化

O.A RHA L-7A)酬ス 酸性化 黄色/ 育fS/

O.B INO イjシト酬)v 酸性化 締但一黄色 育組一締也

O.C CEL D-tnピオ僧Z 酸性化

O.D SOR D-~リピトJv 離性化

O.E αMAL p-ニトロ7工ニjいα-D-¥')vトサイド α ペ)~トシダ -t' 黄色 無色/ごく淡

い黄急

O.F AspA L-JJ..}¥'ぅr/-4-ニトロ7こりド L-YJ..}¥' 7キ'ン駿7リ )~Yミダー 黄fち 無飽/どく淡

t' い黄色、
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