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1．はじめに

牛においての Salmonella Typhimurium感染症
は子牛のみならず搾乳牛においても，発熱，下痢
などの症状を示し，重篤例では死に至る場合も
ある伝染性疾病である。また，S. Typhimurium
は，サルモネラ属菌の中で代表的な人獣共通感染
症原因菌として認識されており，さらに本菌の多
剤耐性化が近年公衆衛生上問題視されている。S. 
Typhimuriumの多剤耐性菌として代表的なもの
は，1990年代に流行した 5薬剤（アンピシリン
（ABPC），ストレプトマイシン（SM），テトラサ
イクリン（TC），クロラムフェニコール（CP），
サルファ剤に耐性を示すファージ型 DT104があ
り ［7］，近年には医療上重要薬剤なセフェム系
薬剤に対する耐性増加が欧米諸国で報告されてい
る［3］。

2007年 11月，福島県において交雑種約 300頭
の牛を飼養する農場で発熱，下痢を主徴とする S. 
Typhimurium感染症が発生した。その後，約 3ヵ
月にわたって同農場の発症牛および環境材料から
分離した S. Typhimuruimを用い一濃度ディスク
法による薬剤感受性試験を実施した結果，5つの
薬剤耐性パターンに分類され，そのうち 3パター
ンは公衆衛生上重要なセフェム系薬剤についても
耐性であった。薬剤感受性試験は，有効薬剤の選
択に使用されるだけではなく，簡易に表現型を識
別する方法として認識されている［1］。また，分
離株を型別することは，農場内のサルモネラ浸潤
状況，新たなサルモネラの農場内への侵入の確認，
発生農場のサルモネラ清浄化などの防疫対策を実

施するうえで非常に重要である。
過去の福島県牛由来 S. Typhimurium分離株の

調査では，1農場につき一つの薬剤耐性パターン
しか示さず，本事例のように同一農場で複数の耐
性パターンを示す事例は皆無であった［12］。本
稿の目的は，同一農場から分離された異なる薬剤
耐性パターンを示す株を材料に，①農場内に複数
株存在するのか，あるいは単一株から派生したも
のなのか，②単一株由来ならばどのように派生し
たのかを検証するため解析を実施した。

2．材料と方法

使用菌株は，2007年 11月から 2008年 2月に 1
農場から分離された異なる薬剤耐性パターンを示
す S. Typhimurium 5株を用いた（表 1）。
ファージ型別は，国立感染症研究所に依頼し，

MIC測定による薬剤感受性試験は CLSI法に準拠
した寒天平板希釈法［10］により ABPC，セファ
ゾリン（CEZ），セフチオフル（CTF），SM，
カナマイシン（KM），ゲンタマイシン（GM），
TC，CP，トリメトプリム（TMP），ナリジクス
酸（NA），エンロフロキサシン（ERFX）の 11薬
剤について実施した。なお，各薬剤のブレイクポ
イントは以下の文献などの値を参考にした［6, 8, 
11］。
プラスミドプロファイルおよび PFGEは常法

により実施した。プラスミドサザンハイブリダイ
ゼーションは各株のプラスミド DNAを抽出し，
アガロースゲルにて電気泳動後，Roche社のマ
ニュアル［5］に基づき実施した。
プラスミド伝達試験は，NA耐性である大腸菌
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ML1410株をレシピエントとして用い，Akibaら
［2］の方法を基に実施した。なお，得られたト
ランスコンジュガントの株名はドナー株名の頭に
ML/を付けることとした（表 1）。
分離株およびトランスコンジュガントの PCR
によるプラスミド型別，βラクタマーゼ型別およ
び IncA/Cプラスミド backbone解析は，それぞ
れ Carattoliら［4］，Kojimaら［9］およびWelch
ら［13］の方法に従い実施した。

3．結　果

S. Typhimuriumのファージ型別では 19-1820株
のみ DT104と型別され，その他の 4株はファー
ジ型別不能（untypable）であった （表 1）。

MIC測定による薬剤感受性試験では，3～ 9
薬剤に耐性が認められ，5株すべて異なる耐性
パターンを示した（表 1）。また，19-1822株，
19-1823株および 19-1824株の 3株では，第 3世
代セフェムであるCTFについても耐性を示した。
プラスミドプロファイルにおいても 5株すべて
で異なるプロファイル像を示し，19-1820株以外
の株については，165kbp以上の巨大プラスミド
を含む 2つ以上のプラスミドの保有が確認された
（図 1）。

表 1　 S. Typhimurium分離株およびそのトランスコンジュガントのファージ型と薬剤耐性パ
ターン

分離株 /
ファージ型別 薬剤耐性パターン

トランスコンジュガント

19-1820 DT104 ABPC, SM, TC

19-1821 Untypable ABPC, SM, KM, TC, CP, 

19-1822 Untypable ABPC, CEZ, CTF, SM, GM, TC, CP, 

19-1823 Untypable ABPC, CEZ, CTF, SM, KM, GM, TC, CP, 

19-1824 Untypable ABPC, CEZ, CTF, SM, KM, GM, TC, CP,  TMP

ML/19-1822 a） NTb） ABPC, CEZ, SM, GM, TC, CP, NA

ML/19-1823 a） NT ABPC, CEZ, SM, KM, GM, TC, CP, NA

ML/19-1824 a） NT SM, TMP, NA

ML1410 c） NT NA

a） トランスコンジュガントの株名は，ML/親株とした
b） NT: 実施せず
c）レシピエント

図 1　S. Typhimuriumのプラスミド解析
A： プラスミドプロファイル，B：図の横に示されている
特異遺伝子プローブを用いたプラスミドサザンハイブ
リダイゼーション

M： BAC-Tracker Supercoiled DNA ladder，1：19-1820，2：
19-1821，3：19-1822，4：19-1823，5：19-1824.
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PFGEでは XbaI，BlnIの両切断像において，
19-1820株以外の 4株は非常に類似度の高い泳動
像を示していた（図 2）。
分離株のβラクタマーゼ型別では 19-1820株，

19-1821株および 19-1822株でそれぞれ異なった
遺伝子 pse-1，tem-1および cmy-2が PCRにて検
出され，19-1823株および 19-1824株では tem-1と
cmy-2の 2つの遺伝子が検出された（表 2）。プラ
スミド型別では，IncFIIAがすべての株， IncA/C
が 19-1820株を除く 4株， IncFIBが 19-1821株，
19-1823 株 お よ び 19-1824 株 の 3 株， IncI1-Iγ
が 19-1824株のみで検出された（表 2）。また， 
IncA/Cプラスミドを保有する 4株で IncA/C 
backbone PCRを実施した結果，19-1821株のみ 4
～ 9のプライマーセットで陰性を示し，その他の
4株では 12プライマーセットすべてで増幅産物
が確認された（表 2）。
特異的遺伝子プローブを用いたプラスミドサ

ザンハイブリダイゼーションを実施した結果，
図 1および表 3に示したように， IncFIIAおよび
spvBが 95kbpまたは 165kbp， IncA/Cが 80kbp
または 165kbp 以上， IncFIB が 165kbp，IncI1-
Iγが 95kbpプラスミドで特異的なシグナルが得
られた。
大腸菌ML1410株をレシピエントとして用いた

プラスミド伝達性試験では，19-1822株，19-1823
株および 19-1824株の 3株でトランスコンジュガ
ントが得られ，19-1820株および 19-1821株では得
られなかった。得られたトランスコンジュガント
を解析した結果，表 1および表 2のようになった。

図 2　 S. Typhimuriumの制限酵素 XbaI（A）および
BlnI（B）を用いた PFGE

　　　 M：DNA size marker，1：19-1820，2：19-1821，3：
19-1822，4：19-1823，5：19-1824.

表 2　 S. Typhimurium分離株およびそのトランスコンジュガントのβラクタマーゼ型別，プラスミド型別および
IncA/C backbone PCR

分離株 /
トランスコンジュガント

βラクタマーゼ
型別 プラスミド型別

IncA/Cプラスミド backbone PCRc）

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

19-1820 pse-1 FIIA NT d）

19-1821 tem-1 FIB, FIIA, A/C + + + - - - - - - + + +
19-1822 cmy-2 FIIA, A/C + + + + + + + + + + + +
19-1823 cmy-2, tem-1 FIB, FIIA, A/C + + + + + + + + + + + +
19-1824 cmy-2, tem-1 FIB, FIIA, A/C, I1-Iγ + + + + + + + + + + + +
ML/19-1822 a） cmy-2 A/C + + + + + + + + + + + +
ML/19-1823 a） cmy-2, tem-1 FIB, A/C + + + + + + + + + + + +
ML/19-1824 a） NDb） I1-Iγ NT
ML1410 e） ND ND NT

a） トランスコンジュガントの株名は，ML/親株とした
b） ND: 検出されず
c） IncA/C backbone PCRはWelchらの 12のプライマーセットを用いた方法に従い実施した［12］
d）NT：実施せず
e）レシピエント
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ML/19-1822株では，βラクタマーゼが cmy-2，
プラスミドが incA/Cと型別され，薬剤耐性パター
ンは ABPC，CEZ，SM，GE，TC，CP，NAであり，
ML/19-1823株では，ML/19-1822株の結果にβ
ラクタマーゼ，プラスミド型別，薬剤耐性パター
ンがそれぞれ，tem-1，incFIB，KM耐性が追加
された結果となった。ML/19-1824株ではβラク
タマーゼが検出されず，プラスミド型別が IncI1-
Iγ，薬剤耐性パターンは SM，TMP，NAとなった。
IncA/Cプラスミドを持つML/19-1822株および
ML/19-1823株の IncA/C backbone PCRでは，12
プライマーセットすべてで遺伝子の増幅が確認さ
れた（表 2）。なお，19-1823株および 19-1824株
をドナーとして用いた伝達性試験においても，
ML/19-1822株と同様の性状を示すトランスコン
ジュガントが分離された。

4．考　察

今回解析した薬剤耐性パターンが異なる S. Ty-
phimurium5株は，プラスミドプロファイルにお
いてもすべて異なるパターンに型別された。一方，
ファージ型別および PFGE結果では 2つのグルー
プに分類され，1つはファージ型 DT104が 1株，
もう一つはファージ型 untypableが 4株であり，
後者の 4株は PFGEでは株間で非常に遺伝子的
類似度が高い関係であることが示唆された。
ファージ型 untypableの 4株は IncA/Cプラス

ミドの保有が確認されたが，19-1821株の incA/C
プラスミドのみ 80kbpであった。また，19-1821
株の IncA/Cプラスミドのみ自己伝達能がなく，
IncA/C backbone PCRでは，一部のプライマー
セットで増幅産物が確認されなかった。一方，他
の 3株の IncA/Cプラスミドは自己伝達能をもつ
165kbp以上であり，IncA/Cプラスミドのみ保有
するトランスコンジュガントとともに，IncA/C 
backbone PCRのすべてのプライマーセットで
増幅産物を認めた。また 165kbp以上の IncA/C
プラスミドにはセフェム系薬剤耐性に関与する
cmy-2遺伝子が規定され，多くの薬剤に耐性を
示していた。以上の結果から，サイズの異なる
IncA/Cプラスミドは何らかの原因により，cmy-2

や自己伝達能に関する遺伝子などが脱落し，
80kbpとなったことが示唆された。また，今回解
析した IncA/CプラスミドはWelchら［13］が解
析した Salmonella Newport由来 IncA/Cプラスミ
ドと近縁であり，セフェム系を含む多くの薬剤耐
性に関与する自己伝達性プラスミドであるが，一
部の遺伝子が脱落したと示唆された株も検出され
たことから，遺伝子的に不安定なプラスミドであ
ることが推察された。

19-1822株が他のファージ型 untypableの 3株
と異なる点は，KM感受性であること，tem-1お
よび IncFIBプラスミドが検出されなかったこと
であった。また，IncA/Cおよび IncFIBプラスミ
ドを保有するML/19-1823株は，IncA/Cプラス

表 3　 S. Typhimurium分離株のプラスミドサザンハイブリダイゼー
ション結果

分離株 プラスミドサイズ（Kbp） プラスミド型別 spvB

19-1820 95 FIIA ＋

19-1821
80 A/C －

165 FIB, FIIA ＋

19-1822
95 FIIA ＋

165< A/C －

19-1823
165 FIB, FIIA ＋

165< A/C －

19-1824
95 I1-Iγ －

165 FIB, FIIA ＋
165< A/C －
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ミドのみ保有するML/19-1822株と比べて tem-1

と KM耐性が追加されていた。以上の結果から，
IncFIBプラスミドは tem-1および KM耐性に関
与する遺伝子が規定されていると推察された。

19-1824株では，他のファージ型 untypableの 3
株で検出されなかった 95kbpの IncI1-Iγプラス
ミドを保有しており，このプラスミドは，伝達性
試験によって，TMP耐性に関与する自己伝達性
プラスミドであることが示唆された。
以上の結果から，分離株が得られた農場には，
ファージ型 DT104と untypableの 2つの株が流
行していたことが示された。また，ファージ型
untypableの 4株は① IncA/Cプラスミド，② In-
cFIBプラスミド，③ IncI1-Iγの 3つのプラスミ
ドの獲得もしくは脱落という変化により，薬剤耐
性やプラスミドプロファイルがそれぞれ 4つに型
別されたことが示唆された。多剤耐性に関与する
自己伝達性プラスミドやセフェム系薬剤耐性遺伝
子の流布は，公衆衛生上非常に重要であり，今後
ともこれらの動向をモニタリングなどで注意深く
見守る必要がある。
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要　約

福島県の一肉牛農場において，Salmonella 
Typhimurium感染症が発生した。薬剤感受性試
験の結果，S. Typhimurium分離株は異なる 5つ
の薬剤耐性パターンを示した。これらの分離株
の疫学的関連性を明らかとするために，それぞ
れの耐性パターンを示す代表的な 5株について，
表現型別および遺伝学的手法により解析した。
ファージ型別の結果，1株は DT104であり，残
り 4株は型別不能であった。また，後者の 4株は，
IncA/C, IncFIB, IncI1-Iγプラスミドの多様なプ

ロファイルを持っており，このことが異なる耐性
パターンを示す理由であるかもしれない。
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Analysis of Salmonella enterica serotype Typhimurium with 
Different Antimicrobial Resistance Patterns Isolated from a Farm

Masaru SUGAWARA

Fukushima Prefecture Aizu Livestock Hygiene Service Center, 

90 Muramae, Kamikoya, Koyamachi, Aizuwakamatsu, Fukushima 965-0077, Japan

An outbreak of Salmonella Typhimurium infection occurred on a beef cattle farm in Fukushima prefecture. By an-

timicrobial susceptibility testing, the S. Typhimurium isolates exhibited five different resistance patterns. To clarify 

epidemiological relatedness among the isolates, five representatives from isolates with each resistance pattern were 

further analyzed by phenotypic and genetic techniques. Phage typing revealed that one strain was DT104, whereas the 

remaining four strains were untypable. In addition, the four untypable strains had varied profiles of IncA/C, IncFIB 

and IncI1-Iγ plasmids, which may be reason of different resistance patterns among these strains.

　質問（江口正志，畜安研）
　セフェム耐性 S, Typhimuriumが分離された同一農

場から，5種類の薬剤感受性パターンが見つかったが，

それらのパターンを示す株の分離時期は。

　答（菅原　克）
　19-1821，19-1822，19-1823の 3株と同様の薬剤耐

性パターンを示す株は，初発時の牛サルモネラ症発

症牛 6頭程度の材料（糞便，消化管内容物，臓器）

から分離された。

　質問（藤倉孝夫，動物衛生研究所 OB）

①  S, Typhimuriumは人獣共通感染症の菌の 1つだが，

人に異常はでなかったか。

②  S, Typhimuriumで人に大変な下痢を引き起こした

ことがあったと聞いている。遺伝子型を比較する

と人から分離されたものと，牛から分離されたも

のが別だという話で，感染源が違うのではとのこ

討　論（座長：江口正志，畜安研）
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とだった。先生の成績だとどうか。

　答（菅原　克）
① 人に異常があったとは聞いていない。

② 当時の遺伝子型解析の方法がよく分からないので

何ともいえない。感染源が違う可能性はある。

　質問（藤本修平，東海大）
　FIIA，FIBプラスミドのマップ上に，コ・インテグ

レイトを作り易いようなものはありますか。

　答（菅原　克）
　そこまでは調べていません。A/Cプラスミドはコ・

インテグレイトされていない。

　質問（藤本修平，東海大）
コインテグレイトはよくあることですか。

　答（菅原　克）
　もともと S, Typhimuriumの 95kbp病原性プラスミ

ドは FIIAと FIBがコ・インテグレイトされているプ

ラスミドだが，今回報告した FIBプラスミドは検査

結果から異なったタイプの薬剤耐性遺伝子が規定さ

れている Rプラスミドであると考えます。

　質問（藤本修平，東海大）
　報告はありますか。

　答（菅原　克）
　私が調べた限りは同様のプラスミドの報告はない。

　質問（藤本修平，東海大）
IncFIBと IncFIIAが同時に検出された 165kbプラス

ミドは，2つのプラスミドが融合したものか。そのプ

ラスミド上には ISなどの動く遺伝子は存在するのか。

　発言（秋庭正人，動衛研）
　S, Typhimuriumの病原性プラスミド（95b）には，

IncFIBと IncFIIAが存在することが知られている。

165kbプラスミドが IncFIBプラスミドと IncFⅡ

Aプラスミドの融合したものであるかは不明であ

る。IncA/Cプラスミド pSN254にはトランスポゾン

（IS26）が 4コピー存在することが知られており，本

研究における IncA/Cプラスミドのサイズ低下が IS26

を介した一部領域の脱落に基づく可能性は考えられ

る。

　発言（菅原　克）
　病原性プラスミドにのっている FIBは PCRでは検

出されないが，報告した 165kbpプラスミドは FIIA

とともに FIBについても PCRとサザンハイブリで検

出された。病原性プラスミドに存在する FIBプラス

ミドとは異なる FIB・Rプラスミドが，コ・インテグ

レイトされたのではないか。

　質問（江嵜英剛，畜安研）
①  STが分離された農場において，過去に第 3世代セ

フェム系抗菌剤の使用歴はあったか。

② 最近，第 3世代セフェムに対する耐性の増加傾向

を指摘していたが，CTFに関して，最近，趾間ふ

らんにも使用できるようになったと思うが，その

点との関連性についての意見を聞きたい。

　答（菅原　克）
① 今回の農場では第 3世代セフェムは使っていない。

診断以前に第 2世代セフェムは使っていた。診断

を受けてからの治療は，薬剤感受性試験の結果に

基づいて投薬したので，セフェムは使っていない。

②関連性は不明である。


