　　　　　　市販鶏肉から高率に分離されるフルオロキノロン系薬剤耐性大腸菌

　　　　　　　　　　　福井県衛生環境研究センター　〇石畒　史、山崎史子、永田暁洋、浅田恒夫

１　はじめに
　当センターでは平成9年より、主に福井市内の2医療機関で分離された散発下痢症患者由来大腸菌のうち、O血清型判明株の病原遺伝子および薬剤感受性などを調べている。近年、医療現場で使用頻度の高いフルオロキノロン系薬剤に耐性を示す（以下、FQ耐性）大腸菌が増加傾向にあり、その中で2株以上分離されている血清型はO153：H34およびO25：H4など7種類確認された。ところで、FQ系薬剤のうち、ノルフロキサシン（NFLX）以外は小児に禁忌であるものの、FQ耐性株の29％が小児から分離されている。そこで、ヒトへの伝播の可能性を探るために、国外においてFQ耐性菌汚染で問題となっている鶏肉¹⁾を検査し、FQ耐性菌の分離を試みた。その結果、福井県のヒト由来株で確認されているO153：H34およびO153：HNMが分離されたので、O153を中心にヒト由来株と比較検討した。
２　材料および方法

（１）材料：平成19年4～10月に福井市内の６量販店で購入した鶏肉64検体（国内産48、国外産16）。
（２）方法①mEC培地で増菌後、分離培地は最初の12検体はDHL培地のみを、後の52検体はシプロフロキサシン（CPFX）を6.4μg/mL添加したDHL培地も併用した。以後は定法により分離し、市販血清による血清型別、PCRによるastA、eaeおよびaggRの病原遺伝子の検索を行った。　
②Kirby-Bauer法により12種類（ABPC、TC、SM、NA、CPFX、Su、SXT、CTX、KM、FOM、CP、GM）の薬剤感受性を調べ、FQ耐性の30株は寒天平板希釈法によりCPFX、オフロキサシン（OFLX）およびNFLXの最小発育阻止濃度（MIC）を測定した。

③FQ耐性の30株について、gyrAおよびparC遺伝子のキノロン耐性決定領域（QRDR）における変異を、ダイレクトシークエンス法により塩基配列を調べ、アミノ酸置換の有無を調べた。
[image: image1.emf]          第１表　鶏肉由来のフルオロキノロン耐性大腸菌 O153の病原遺伝子保有状況および薬剤耐性パターン

血清型 分離

鶏肉の

保有病原

NA CPFX TC ABPC SM Su SXT GM KM CP CTX FOM

年月 産地 遺伝子

O153：HNM 2007.5 ブラジル

astA * R** R R I R R R R

O153：HNM 2007.6

W 

県

R R R R I R R R

O153：H34 2007.6

X 

県

astA R R R I R

O153：H34 2007.8

Y 

県

astA R R R R I R I

O153：H34 2007.9

Z 

県

astA R R R R R R R R R

*aｓｔA ；

腸管凝集接着性大腸菌耐熱性毒素遺伝子

  **R；

耐性

　I；

中間の感受性

３　結果
同一検体から様々な多剤耐性株が分離されたが、１検体に
つき最も多くの薬剤に耐性を示した1株ずつを集計すると、
第1図のとおりCPFXに耐性を示したのは68.8％であった。

その他、TC、NAおよびABPCなど4剤には80％以上の耐性を示し、KM、CTXおよびFOMなどにも耐性を示す株が分離され、平均6.5剤に耐性を示した。同一血清型が2検体以上から分離されたのは、O153：H34およびO153：HNMなど8種類であった。病原遺伝子保有株はastA保有株が37検体、eae保有株が1検体から分離され、そのうち血清型が判明したのは14種類であった。その中で、国内外の5検体から分離されたO153：H34およびO153：HNMの5株中4株がastAを保有しており、4～9剤に耐性を示した（第1表）。　　　

QRDRにおける変異はアミノ酸置換のパターンにより、5株のO153を含むFQ耐性の30株を4 typeに分類した（第2表）。Type 2のGyrAの83位のセリンがロイシンへの置換（S83L、以下同様に示す）とD87N、およびParCのS80Iの計3ヶ所のアミノ酸置換が15株と最も多かった。
[image: image3.emf]第2表  鶏肉由来フルオロキノロン耐性大腸菌におけるgyrA およびparC遺伝子

 　　　　　の変異およびFQ系薬剤に対する最小発育阻止濃度（MIC）

　　　　　　アミノ酸置換  　   最小発育阻止濃度 （MIC）

Type 株数      GyrA

      ParC

（μg/mL）

83位 87位 80位 84位 CPFX OFLX NFLX

1 1

S83L*

D87G S80I －

16 16

64

2 2

S83L

D87Y S80I － 8， 128 16， 128 32， 512

3 15

S83L

D87N S80I －

8～64 16～64

16～256

4 12

S83L

D87N S80I

E84G 32～128 32～64

128～256

5

S83L

D87N S80R

E84V

6

S83L

－ S80I

E84V

7 S83L D87N － E84G

8

S83L

D87N S80I

E84V

* GyrAの83位のS（セリン）がL（ロイシン）に置換。

D, アスパラギン酸　R, アルギニン

  G, グリシン　Y, チロシン　N, アスパラギン　I, イソロイシン　E, グルタミン酸　V, バリン
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第1図　鶏肉由来大腸菌の薬剤別耐性率

　　　　　　　　　　　　（1検体につき 1株とした場合）
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FQ耐性の30株のMIC値は第2表のとおりCPFXが  8～128μg/mL、OFLXが  16～128μg/mLおよびNFLXが 16～512μg/mLの範囲であり、NFLXでは32および128μg/mL をピークとする2峰性を示した。
４　考察
鶏肉から高率に多剤耐性を示すFQ耐性大腸菌が分離された。我々はヒト由来大腸菌O153およびO25が高率にFQ耐性を示し、中でもO153：H34およびO153：HNMの計11株中10株がFQ耐性を示すこと、さらに多様な薬剤耐性パターンを示すことを報告している²~³⁾。今回、産地が異なる5検体由来のO153：H34およびO153：HNMの5株すべてがFQ耐性を示し、異なる薬剤耐性パターンを示した。FQ耐性のO153：H34およびO153：HNMの病原遺伝子は、ヒト由来の10株中6株（成績未発表）、および鶏肉由来の5株中4株がastA遺伝子を保有し、ともに高い保有率を示した。QRDRのアミノ酸置換では鶏肉由来株はType 3が最も多く、次いでType 4の順であった。一方、ヒト由来FQ耐性のO153の19株とO25の41株を調べた結果、O153がType 3が13株、Type 4が5株およびType 5が1株²⁾で、O25はType 8が39株、Type 6および7が各1株³⁾で両者のパターンは全く異なったが、鶏肉由来株はヒト由来O153と類似したパターンを示した。また、鶏肉由来株のNFLXのMIC値は、ヒト由来O153と同様に2峰性であるのに対し、O25は1峰性を示した²~³⁾。
以上、鶏肉が多剤耐性を示すFQ耐性株に高率に汚染されていることが明らかになった。中でもヒト由来FQ耐性O153：H34およびO153：HNMは、鶏肉由来のそれらと関連性があると推測された。さらに、FQ耐性株の一部がCTXなどのセフェム系薬剤にも耐性を示したことから、鶏肉の取り扱いには充分留意する必要があると思われた。
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