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大学生におけるメチシリン耐性ブドウ球菌の分布とその特徴
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【要 旨】本研究では,地域間格差の少ないと考えられる成人集団として大学生を対象に,市中におけるメチ

シリン耐性黄色ブドウ球菌(methicillin― resistant δ́βρ力/ノ0て,ασ
“

β♂r‐8 MRSA)お よびメチシリン耐性表皮ブ

ドウ球菌(methicillin― resistant Sttyl∝∝Cとr∂ 釘ぬ移阿2な ふ/fRSE)の保有率とその薬剤耐性の状況,それらの

SCC′ηθて,(Staphylococcal cassette chromosome η?征)タ イプについて検討した.その結果,MRSAの保有率は

1。4%(146名 中2名)であり,MRSEについては13.0%(146名 中19名 )であった。このことから,市中ではMRSA
よりもMRSEの拡散が進んでいることが明らかとなった。また,耐性化についても表皮ブドウ球菌の進行が顕著

であり,その割合は黄色ブドウ球菌のおよそ4倍であつた。

分離されたMRSAお よびMRSEに ついて,薬剤感受性のパターンは様々であつたが,一般に用いられる多くの抗

菌薬に対して感受性を示す菌株が大多数であった。

SCttθてテのタイプを調べたところ,2011年に分離されたMRSAおよびMRSEの 10菌株では,その8菌株が市中で

分離されるメチシリン耐性ブドウ球菌に多く見られるタイプⅣを有していた。残り2菌株についてはタイプの特

定ができなかった。

【キ ー ワー ド】 ブ ドウ球菌,MRSA,MRSE,薬 剤耐性,SCC″?θて,

著原

序文

メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(Methicillin―resistant

a独ヵメ枕椴%とβ βyrθと′δデMRSA)は,病院内感染の原

因菌として知られてきた。医療現場では, このMRSA

による水平感染を予防するために,医療従事者にお

ける手指衛生の徹底,入院前のスクリーニング検査

や保菌者の隔離等,様々な対策を講 じ,そ の結果と

して近年では,入院患者か ら分離された黄色ブ ドウ

球菌(Srβpヵ/ノο♂οσ♂ぉ αyFθys)に 占めるMRSAの割合

が徐々に減少する傾向にある(鈴木,2013)。 しかしな

が ら,厚生労働省院内感染対策サーベイランス事業

(」apan nOsOcomial infectbn surveillance:JANIS)が

2013年 1月 ～12月 に実施した,全国551医療機関を対

象とする院内感染対策サーベイランスの全入院患者部

門の調査結果では,新規に発生した薬剤耐性菌による

感染症の起因菌のうち,MRSAは 98.7%と 未だ圧倒的

に多数を占めている(厚生労働省,2014)。 このことか

ら,MRSAは依然として重要視しなければならない薬

剤耐性菌であると言える。

MRSAについては病院内で発生する感染症の原因

菌となる院内感染型のMRSA(healthcare associated
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MRSA:HA―MRSA)が , これまでに広 く知 られてき

た。 しかし,米国において1980年代の終わ り頃か

ら,新たなタイプのMRSAが市中での感染症から分

離されるようになってきた。いわゆる市中感染型

MRSA(commuhity―acquired MRSA:CA一 MRSA)

である(山本,2013)。 このブ ドウ球菌に関する報告

は年々増加する傾向にあ り,本邦 において もこの

タイプのMRSAに よる感染症が問題にな りつつある

(Yamarnoto et al.,2010)。               ・

CA―MRSAはHA―MRSAと は異なる特徴を有してい

る.すなわち,HA―MRSAの リスクファクターが高齢

者であるのに対し,CA一MRSAに よる感染症では若年

、者に患者が多くみられている。また,HA―MRSAの 皮

膚・軟部組織からの分離頻度は約35%であるのに対

して,CA―MRSAで はそれが約75%に も達する.さ ら

にCA一MRSAは,壊死性肺炎等の重篤な疾患の原因菌

になるととも知られている(石井,2013).

ヒトから分離されるブドウ球菌属菌には,黄色ブド

ウ球菌の他にコアグラーゼ陰性ブドウ球菌(coagulase

negative staphylococci CNS)が 挙げられる。CNS

の中でも,そ の多 くを占めているのが表皮ブ ドウ球

菌(Staph//οσOσαだ cρttγコね殆)で ある.こ の菌は

dβとrrθ婿 と比較して,一般にビルレンスは低いとされ

ているが,時に留置カテーテル等の医療デバイスを介

した感染や,基礎疾患等を有する易感染患者における

重篤な感染症などの原因菌となることが知 られてい

る。 この菌についてもβラクタム系抗菌薬などへの

耐性が報告されてお り,現在ではメチシリン耐性表

皮ブドウ球菌(Methicillin― resistant δよと2ρ力//0てテOπと/S

ω】Jθr阿I誇

`デ

MRSE)と して,臨床試料から分離され

ることも少なくない.更にはMRSAと 同様に, この菌

は市中においても分布しており,健康な人が保有して

いることも知られている.

ブドウ球菌におけるメチシリン耐性は,staphytococcal

CattSet chromosome阿
“

(SCCttθσ)elementの獲得

による(Katayama et al"2000)。 そ の起源 につ いて

の詳細は不明であるが,ま ずはCNSに持ち込まれ ,

それらの間で共有された後,Sβとrrθとrsに水平伝播さ

れたと考えられている(Tsubakishita et alⅢ  2010).

実際にMRSEの保有するSCCβ7θσは高度な多様性

B口′′eとFa/ウЧ筵塑′αO σO′′(〕ge οrハ町rす嘔 1宅江」Z20ヱ 5

をもち,MRSAの ものと極めて高い相 同性 を有す

るSCCP7θどの存在も報告されている(Barbier et al。 ,

2010,Whisphnghoff et al.,2003). このことイま, ヒ

トから分離される主要なCNSであるSc顔力2ガ材とか

らd αyrθ

“

への伝播により,今後も新たなタイプの

耐性菌が出現する可能性を示唆する.

こうしたことから,市中におけるメチシリン耐性ブ

ドウ球菌の疫学的な拡が りと,薬剤耐性能の獲得状

況及びその特性について把握することは,今後のブ

ドウ球菌感染症に対する治療や感染管理において重

要な情報を提供する。 しかしなが ら, これに関する

国内の研究は,そ の対象が小児に[艮定されてお り,

それ以外の集団についての報告はみられない(Hisata

et al.,2005;」 amaluddin et al。 ,2008)。  この研究ヽで

は,地域間格差の少ないと考えられる大学生の一集団

を対象として,WIRSAおよびヒトの主要なCNSで ある

MRSEの保有率および耐性化の状況と,それらが有す

るSCCrュ ?θて,のタイプについて検討した。

材料と方法

1.ブ ドウ球菌の分離および同定

この研究では,2011年 から2012年にかけて,A大

学の学生146名 (年齢範囲 :19歳～39歳)の鼻腔内から

分離された162株 のdβ″arsおよ髄 α荒砂′コ財とを

研究の対象とした。

具体的には,対象者の鼻腔内スワブか らソイビー

ンカゼインダイジエス ト(SCD)寒天培地(栄研化学)に

よリコロニーを分離し,卵黄加マンニ ット食塩寒天

培地上(栄研化学)に接種して,Jどと7ρ力/ノοω
“

とど∂属菌

を選択 した。卵黄加マンニット食塩寒天培地上で培

地の黄変を認め,なおかつ卵黄反応のみ られたコロ

ニーをdβとrrθv∂ とし,培地の黄変を認めなかったもの

をCNSと して,それぞれを更にSCD寒 天培地に接種

し,37℃で一昼夜培養することで分離菌株を得た。

なお, これらの分離菌株については,グラム染色法に

よってグラム陽性球菌であることを確認した。

2.DNAの 調製           '

分離菌か らのDNAの抽出には,PrepMan ultra

Sample Preparation Reagent(Apphed Biosysterns)
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Tablc l Primers used for he identincation ofstaphylococci*

Prilner Nucleoide sequence(5'→ ダ)

AAAATC CAr CGT AAA GGT TGG C

AGT TCT CCA GTA CCG GTA ttG C

GCGハ
『

T GAT CGT GATACG GH

AGC CAA CCCITG ACC AAC TAAAGC

中畑他 :大学生における薬剤耐性ブドウ球菌

Genc for priner   Expected size

′力θてテИ 553bp

′,′94 270bp

124bp

プライマーにはmecAl,mecA2,nucAl,nucA2,

Se705-1お よびSe705 2を 用いた(Tablel).分離菌

から得たDNA溶液を滅菌水にて20倍に希釈し,その

うちの5μ lを試料DNAと してPCR反応に用いた .

増幅反応は,95℃ で1分 (変性),55℃で1分 (ア ニー

リング),72℃で1分 (伸 長)の各ステップか らなる反

応を30サイクル繰 り返し行つた。アガロース電気泳

動法による増幅産物の分析には,2.5%NuSieve3:1

Agarose(Lonza)を 用いた.緩衝液イまTris―acetate/

EDTA(TAE)を使用 し,ア ガロースゲルの染色には

SYBR Green I Qる lecular Pross)を用いた.

4.薬剤感受性試験

分離されたMRSAお よびMRSEの オキサシリン(OX)

Gene for primer Expected size(amplilled region)

mecAl

mccA2

nucAl

nucA2

Sc705‐ 1

Se705-2

ATC AAAAAC ITC GCG AAC Ctt HC A

CAA AAC ACC GTG GAG AAAACT ATC A
Se705

*These primers were reportcd in he references(Martineau et al.,1996;Louic et al,,2000)

を使用した.SCD寒天培地上のと～2コ ロニー (直径 1

～2 mm)を 同試薬のl ndに懸濁し,100℃で10分間

の処理を行った.遠心分離(15000rpm,5min)後 に上

清を分取し,分離菌のDNA溶液として-20℃ で保存

した.

3.分離菌の同定

分離菌の同定には,dβとrfθぉ に特異的な遺伝子で

あるコとrσ4と ,Sc炉洗″ガ訪ζの特異的なゲノムDNA

領域であるSe705を検出の対象としたPCR法 を用いた

(Louie et al.,2000,Martineau et al.,1996)。 その際,

メチシリン耐性遺伝子(コ

“
И遺伝子)の保有の有無を

調べることで,MRSAあ るいはMRSEの判別も行っ

た.DNAポ リメラーゼにはHotStar ttη (QIAGEN),

Table 2.Primers used for SCC"θ と,typing*

Primcr Nucleotide sequcnce(5'一 →3')

m16

1S7

1S2(iS-2)

mA7

mAl

mA2

CATAACWCCC制 CTCCACATC

ATGCTTAATCATAGCATCCGAATC

TCAGG貿 劇 CAGA,¶■TCGATGT

ATATACCAAACCCCACAACTACA

TCCTATCCACCCTCAAACAGG

AACGTTGTAACCACCCCAAGA

AACCTATATCATCAATCAGTACGT

TAAACGCATCAATGCACAAACACT

ACCTCAAAACCAACCAATAGAAT

創 CCCTTGATAATAGCCITCT

GTATCAATCCACCAGAAC町

TTGCGACTCTCTTGCCGTTT

CCTttGACTCGAraЩ CAAAATAT

CGTCTttCAAGATGTTAAGGATAAT

″?て

'r

IS1272 in the upstream of兄 ″ecA

IS431 in the upstream of脇 て,て,И

′″9て

'ッ

4

"9cA

″て
'て'И

て
'0,・

И′

θて
'′

ッ12

cて,′И,

て,て
'′

∂′.σて,′Bク .じて,′B,

て,crAイ

cθ′βイ

て
'て '′

C

て,て,r(ヌ

1963 bp("て ,て:4‐mecl for classA)

2827 bp(甲θて,ノ4‐ IS1272 for dassB)

804 bpl″″θて
'ノ

4-IS43 1 for classC)

286 bp(″ ?て ,ッ4)

695 bp(θ じLИ ′‐と,て,′β′)

937 bp゛cぬク‐
`テ

て,rB2)

1791 bp Ocぬ′
`テ

【テrB3)

1287 bp(θ θオИイーて,ο′Bイ)

αl

α2

α3

βC

２

　

　

２

馘
　
β４

γR

γF

■These primers wett reported in hc referencc,(Kondo et al.,2007)
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に対する最小発育阻止

濃度(Minimum lnhbitory Concentration:MIC)は ,

E― test(シ メックス・ ビオメリュー)に よって判定し

た。また,その他の抗菌薬についての薬剤感受性試験

は,KBディスク(栄研化学)を用いたデイスク拡散法に

より行つた。

使用した抗菌薬は,ベ ンジルペニシリン(PCG),セ

ファゾリン(CEZ), ノルフロキサシン(NFX),ゲ ンタ

マイシン(GM),エ リスロマイシン(EM),テ トラサイ

クリン(TC),バ ンコマイシン(VCM)お よびアンピシリ

ン(ABPC)と した。

5。 SCCttθσのタイビング

SCC′77“イま, cattette chromosome recombinases

(σσF)遺伝子複合体とrュ 7θ〔,4遺伝子複合体によって構

成される(Fig.1).分 離菌について, このSCC′ 7?θびの

タイプを決定するために,multiplex―PCR法 による解

析を行つた(Kondo et alり 2007)。 9c追伝子複合体の

解析では,プ ライマーとしてmAl,mA2, αl, α

2, α3, βc, α4.2, β4.2, γRおよびγFを使用し

(Table 2.), TKARAEX Taq HS(Takara Bio)を 用い

て増幅反応を行つた。なおmAlと mA2は,陽性コン

トロールとしての′,2“】遺伝子を確認するためのプラ

イマーとしてこの反応に用いた.反応は94℃で2分(変

性),57℃で1分 (ア ニーリング),72℃ で2分(仲長)

の各ステップを30サイクル繰 り返し,増幅産物の解

析は1.5%Seakem GTG AgaЮ se(Lorlza)を用いたア

ガロースゲル電気泳動法で行つた。′7?θ c'ノ4遺伝子複合

体のクラスを判定するためのPCRには,プライマーと

してm16,IS7,IS2(iS-2),mA7を 用いた(Table 2.)。

DNAポ リメラーゼにはTKARAEX Taq HSを用い
,

増幅は94℃で2分 (変性),60℃ で1分 (ア ニーリング),

72℃で3分(伸長)の ステップを35サイクル行つた.ア

ガロースゲル電気泳動とゲルの染色は,σ″遺伝子複

合体の場合と同様に行った。なお,阿θι`4遺伝子複合

体とσて,F遺伝子複合体における各プライマーの位置を

Fig.1に示した.

Btr′/ctil,/へ強gβコο6ο〃Ga9 0√ プW〔 Iおi■,3Vり上
=z_9θ

ヱ5

て,crgene complex

Al B:

βじ

A232

A8B8

A4B4
α4.2

YR vF

孵θて,A gene compiex

Fn16

IS7

Figure l Schcmatic structurcs ofヵ ?θて,И and θσr genc complcx.

The locations of P(,R prilners uscd for SCCヵ ?θて,typing are

indicated by aFOWS.

6.倫理的配慮

本研究は,長野県看護大学倫理審査委員会の承認を

得て実施した(承認番号 :201107).フ

結果

1.ブ ドウ球菌の分離およびメチシリン耐性の

獲得状況

この研究では146名 の大学生から得 られた162株の

ブドウ球菌について,η♂ι`ス遺伝子とSe705領域を指

標として,d βvaFSとdC滅た
“

フえ浄むの同定を行い
,

阿θι‐4遺伝子の保有の有無からMRSAおよびMRSEを

識別した。菌株は20H年と2012年 に,それぞれ67名

と79名 から,各菌種について重複の無いように分離

された(Table3).Spと rrθとβは2011年 に24名 (35,8%),

2012年では23名 (29,1%)か ら計47株が分離された。そ

のうちMRSAについてはそれぞれの年で1名ずつ,総

計146名 中2名 (1,4%)が保有していた,MRSEについて

は19名 から分離され,その保有率は13.0%とMRSAの

それに対して9.3倍であつた。また,d βιFFθと′Sの 中で

MRSAの占める割合は4.3%で あった.dcヮブ確声ガ繊占

についてはMRSEが 18.3%を 占め,dβ″asにおける

MRSAの割合である4,3%よ りも高い値を示 した。 こ

のように,市中におけるメチシリン耐性菌株について

C

Ａ

　

　

　

Ｂ

　

　

　

Ｃ

一耐
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Tablc 3.CaFiagc Of rncthicillin resistant staphylococci by individuals
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Number ofisolated strains(O/o)

MRSA MSSE** MRSE

Ycar of

Sampling

67

79

146

*MSSA:Mcthicllin susceptablc Staphyiococcus aureus

**MSSEI Methicilhn susccptable Staphylococcus cpidcrinidis

は,d霞 ブ溌 打ユ7】誠むが優位であ り,MRSEがMRSAよ

りも広 く分布 していた.メ チシリン耐性能の獲得つい

てもd釘施秒砿胞その進行は顕著であり,そ の割合は

dβとFrθお の約4倍であった。また,各分離菌株の割合

を試料採取年毎に比較すると,2年 間ではほとんど差

が見 られなかった。

2.薬剤感受性の状況

分離同定された2株 のMRSAと 19株 のMRSEにつ

いて,各種抗菌薬に対する耐性能の獲得状況を把握

するために薬剤感受性試験を実施 した(Table 4)。

MRSAのOXに対するMICは, 1lN2-9Aが 8μ g/ml,

12N22Aでは64μ g/mと であった。MRSEについて

は,0。 19μ g/mlか ら16μ g/mlま での様々なMICを

有 していた。全般的にMRSAの それよりも低いもの

の,1lNl-21Cと 1lN1 25Cに ついては,それぞれ

16μ g/mとおよび8μ g/mlと ,比較的高い値を示 し

た。MRSAの判定基準はOXに対 して4μ g/ml以 上

のMICを有することであり,MRSEについてはその

値が0.5μ g/ml以上と規定されている(Clinical and

Laboratory Standards lnstitutei CLSI,2014).3株

のMRSE(1lN卜 21C, 1lN1 25C, 1lN2 16C)は
,

MRSAの基準に相当するMICを示した。MRSEであっ

た12N222Cについては,口
“
И遺伝子を有するにも

かかわらず,CLSIの 判定基準である0.5μ g/mlよ りも

低いMICを 有していた。

ディスク拡散法 によ り,PCG,ABPC,CEZ,
VCM,NFX,GM,EM,TCに 対する感受性を調

べたところ,ペニシリン系薬であるPCGと ABPC

に対 しては,MRSEの 1株(12N2-22C)と 2株(1lNl

25C,12N222C)がそれぞれに感受性を示し, これら

を除く他のすべての菌株は耐性を有していた。CEZに

対 してはMRSAの 1株(12N2-2A)だ けが耐性を示し
,

その他はすべて感受性であった.VCMに 対しては ,

すべての分離菌が感受性であった。また,MRSAの う

ち, 1lN2 9AはPCG,NFX,ABPCに 耐性を示した

が,その他の対象薬剤に対しては感受性を示した.一

方,12N2-2Aが感受性を示した薬剤はTCとVCMの み

で,他の対象薬剤すべてに対して耐性であった.

MRSEで は,対象薬剤8種のうち,耐性を示したも

のが半数の4種にとどまる菌株がほとんどであった

が,1lNl-36Cの ようにCEZ,TC,VCM以 外のすべ

てに耐性を示した菌株がみられた他,12N223Cでは

CEZ,VCM以外のすべてに耐性を示したように,複

数の薬剤に対 して耐性能を持った菌株も含まれてい

た。

3.SCCttθσタイプの同定

2011年 に分離されたMRSA l株 とMRSE 9株 につ

いて,multiplex― PCR法 によりSCC′ュ7θσタイプの同

定を行った(Fig.2).SCC′77θびのタイプはそれを構成

しているσ♂r遺伝子複合体のタイプと打7“望 遺伝子

複合イ本のクラスとの組み合わせによって決定される

(International working group, 2009XTable 5).

mec遺伝子複合体の解析では,10株の分離菌のうち9

株において,class Bに 由来すると考えられる約2.8kb

の増幅産物が得られた(Fig.2A).MRSEで ある1lNl―

36Cで は, これまでに報告されている3種類のアレ

ルに由来すると考えられる増幅産物は得 られず,そ

れ らとは大きさの異なる約4kbのバンドが観察され

た(Fig。 2A,lane 5).σ釘遺伝子複合体の増幅では ,

すべての菌株について′ュ?θσノ4遺伝子に由来する約0,3

kbと♂ι→rッ42B2遺伝子に由来する約0,9 kbの それぞれ

に相当するバン ドがアガロースゲル上で観察された

2011

2012

Total

Total

number Of
indiヤ iduals

Total

aumber of
isolates MSSAキ

23(34.3)

22(27.8)

45(308)

７９

８３

‐６２

1(15)

1(13)

2(14)

39(582)

46(582)

85(582)

9(13.4)

10(12.7)

19(13.0)
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Isolation

(year)

2011

2012

HN2‐ 9A

llN卜 19C

HN卜21C

HN卜25C

HN卜36C

HN2-8C

HN2‐ 9C

llN2■ 6C

llN2-26C

HN2-27C

12N2-2A

12Nl-21C

12N■22C

12N卜23C

12N■31C

12N2■ 6C

12N2■ 7C

12N2‐22C

12N2‐23C

12N2‐34C

12N2-42C

Staphylococci

spp.

MRSA

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSA

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

Oxacillin

MIC(μg/ml)

64

1

0.5

3

0.5

1

1.5

0.19

1.5

0.5

1.5
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Table 4.Antimicrbial susceptibmty testing for he staphylococcal isolates

BLlF′θttn/λ強gコ /,ο Gο′′θge οFNy=笠n⊆ ▼bI=Z夕θヱυ「

Disk dittDsion test

PCG  ABPC  CEZ  VCM  NFX  GM   EM   TC

S:scnsitive R:rcsistant

ができなかった。1lN2-9Cのσσr遺伝子複合体解析に

おいては,σι`rス2B2遺伝子に由来すると考えられる

約 0。9 kbの フラグメントが得 られたが,その他に約

0.5 kbの 増幅産物も観察された(Fig.2B,lane 7).こ れ

はおそらくて,て,r遺伝子のアレルのひとつであるσてテFσに

由来するものと考えられた。このことは, この菌株の

3C違伝子複合体上には2つ のタイプが混在するこ|を

示しており,既知のSCCttθι‐タイプに分類することが

できなかった。

Straln

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

８

２

１６

８

１

２

２

４

２

２

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｓ

Ｒ

Ｒ

Ｒ

(Fig。2B).こ れら各菌株から得られたコθσノ4遺伝子複

合体およScCr遺伝子複合体のタイプの組み合わせか

ら,MRSAで ある1lNl-9Aと MRSEの 7菌株(1lNl―

19C, 1lNl-21C, 1lNl-25C, 1lN2-8C, 1lN2-

16C,1lN2-26C,1lN2-27C)に ついては,いずれも

SCCttθびタイプをⅣと判定した。1lNl-36Cに ついて

は,前述のように得られた増幅産物がこれまでに知ら

れている3つ のクラスの
"θ

σ遺伝子複合体に由来する

ものとは考えられず,何れのタイプにも分類すること

Table 5. Classincation of SCC′ ″θ【テelcmentsキ

SCC′
"θ

θ type θて,r genc complex

AlBl

A2B2

A3B3

A2B2

C

A4B4

C

A4B4

巧Pθて
'ノ

4 gene complex

Ｂ

Ａ

Ａ

Ｂ

Ｃ２

Ｂ

Ｃｌ

Ａ

Ｉ

工

Ⅲ

Ⅳ

Ｖ

Ⅵ

Ⅶ

Ⅷ

キTypes vcre denned witt lntemati9nal WOrking Oroup on the
classncation ofstaphylococcal Caζ sette ChrOぃ osome Elements(2009)
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B口′′cth/Nttar,ο ごο/′()gθ  οFNと rrsヽ il廷身V研 Jzワθヱ5

A M123 45M 673910N M

kb

4.0
3.O
2.0

1.0

0.2

B

kb

4.0

M42345M67 8 910N M

3.0
2.0

1.0

0.2

Figurc.2 SCCノ ′,θθ multiplex PCR patterns of the isolatcd
staphy10cocci(A)and(B)are fOr idcntiacatiOn of′ ,Pθて,gene
coコnplex and`テ

`テ

r gene complcx,respectivcly Lane l, 11‐ N2‐ 9A;
lane 2,11‐ Nl■ 9Cilane 3,11-Nl-21Cilane 4,11‐Nl-25C;lanc 5,
11-Nl-36C;lane 6,11-N2‐ 8C,lanc 7,11-N2-9C,lanc 8,11-N2-
16C,lane 9,11-N2-26C;lanc 10,11-N2-27C;N,negativc control
M,molccular sizc marker(in kb)

一方で,MRSEの 保有率は13.0%で あり,MRSAの
それを大きく上回つていた。このこどから,小児を対

象とした先行研究(Hisata et al.,2005,」 amaluddin et

al。,2008)の 結果と同様に,市中では成人の間において

もMRSAに 比べ,MRSEがより拡散していることが考

えられた.

CA―MRSAに おける薬剤感受性の特徴 としては,

OXに対する耐性度があまり高くないことと,一部は

EMに耐性を示すものの,OXを除く多くの抗菌薬に対

して感受性を有すること等が知 られている(伊藤 ら,

2004).今回分離されたMRSAの うち,1lN2-9Aは
OXに対するMICが 8μ g/mlと それほど高くはなく

,

それに加えてペニシリン系薬であるPCGお よびABPC
と,ニ ューキノロン系薬であるNFXを除くその他の

抗菌薬に対して感受性がみられた。このことは,前述

し た CA― MRSAの 特 徴 と 一 致 す る 。 一 方 ,12N2-2A

はOXに対してMICが 64μ g/mlと ,高 い耐性能を有し

ていた。VCM,TCに は感受性を示したものの,それ

以外のすべての抗菌薬に耐性であったことから, この

中畑他 :大学生における薬剤耐性ブドウ球菌

菌株はHA―MRSAの 可能性の高いことが考えられた.

これについては, この菌株の保有者が検体提供の3日

前まで病院における臨地実習に参加 していた ことか

ら, この間にMRSAが定着した可能性も考えられた。

この定着が一過性であるか,あるいは常在細菌幸ぇの構

成菌になりうるものかを明らかにするためには,更に

一定の期間をおいた長期的な保有状況の調査が必要で

ある.

OXに対してMRSAの基準に相当するMICを示した3

菌株のMRSE(1lN1 21C,1lN1 25C,1lN2 16C)に

ついては,ディスク拡散法による薬剤感受性試験にお

いて,1～ 3種のペニシリン系抗菌薬あるいはニュー

キノロンに対して耐性を示したが,他のすべてには感

受性であった。また,MRSEの うち,OXに対 して基

準値以下の低いMICを示した12N2-22Cに ついては,

確かに,?“A遺伝子を有しているにも関わらず,ペニ

シリン系薬やセフェム系薬などのβラクタム系薬には

感受性をもち,マ クロライ ド系薬であるEMのみに耐

性を示す結果となった。このようなPBP2'(Penicillin

Binding Protein 2 prime)を コー ドする遺伝子の保有

に相反するような, βラクタム系薬に対するMIC値 を

含めた耐性能の低さは,′ュ?θて,/4遺伝子の発現制御系の

関与によると思われる。このようにCA―MRSEで は,

それらの薬剤耐性能のパターンは様々であるが,多 く

の抗菌薬の有効な菌株がその大半を占めていること

が明らかとなった。その一方で, 12N2-23Cは,OX
に対するMICは 1.5μ g/mLと それほど高くはないもの

の,CEZ,VCM以 外の一般的に用いられている抗菌

薬の多くに耐性を有していた。このことから,ヒ ト常

在細菌叢の主要な構成菌であるdのたん22】誠ζの多剤

耐性化に関しても,S βvFθとrSの場合と同じく,今後

十分に把握していく必要があると考える。

2011年に分離されたMRSAの 1菌株およびMRSE
の9菌株に対するSCC,7πのタイピングでは, 1lNl―

36Cお よび1lN2 9Cを除く8菌株において,mecA遺

伝子複合林のタイプはclassBであり,σσr遺伝子複合

体のタイプはA2B2であった(Fig.2)。 このことから,

これらのSCCr7?θσのタイプをⅣと判定した(Table6).

1lNl-36Cについては,σσF遺伝子複合体のタイプは

A2B2で あったが,阿
“
】遺伝子複合体の識別にお
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Tablc 6.SCCmec types identined in hc staphylococcal isolates

B口′′etin/唯ar,ο cο F′(,ge οF州堕κWr,3フα 」Z夕θヱ5

HN2‐ 9A

llN卜19C

nN卜21C

llN卜25C

nNⅢ36C

HN2‐ 8C

llN2-9C

HN2-16C

HN2‐26C

HN2-27C

Staphylococci spp

MRSA

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

MRSE

2(A2B2)

2(A2B2)

2(A2B2)

2(A2B2)

2(A2B2)

2(A2B2)

2(A2B2),5C

2(A2B2)

2(A2B2)

2(A2B2)

*N■ nontypeable

いて,未知の増幅産物が検出されたため,そのクラ

スを特定するには至らなかった。これについては塩

基配列の解析を含めた今後の研究が必要と考える。

1lN2 9Cに ついては, この菌株のcc違伝子複合体上

にA2B2と Cの 2つ のタイプが混在する可能性が示さ

れ,既知のいずれのSCCttθて,タ イプにも分類すること

ができなかった。MRSEに ついては,ごσr遺伝子複合

体に多くのバリ泰―ションの存在することが知られて

おり,1lN2-9Cに見られるタイプをもつ菌株もいく

つか報告されている(Zong et al.2011;Ibrahem et al"

2009).

SCC′ηθて,の タイプについてCAttMRSAでは,タイプ

Ⅳが多いとされている(」amaluddin et al.,2008).本

研究においては,MRSAお よびMRSEの分離菌株につ

いても,10株中8株がタイプⅣを有しており,タイプ

ⅡのようなH卜MRSAに 多いとされるSCCr7?θじは見ら

れなかった。 このことは,HA―MRSAの市中への拡

散がそれほど進行していないことを示しているのかも

しれない。

これまで,MRSAは 医療従事者の手指を介して伝播

するため,医療従事者の適切な手指衛生の実施によっ

てこの伝播を断ち切ることが可能であると言われて

きた(Boyce et alⅢ 2002)。 しかしながら,実際にはこ

の手指衛生を中心とした対策を講じてもW眠SAの水平

感染をゼロにすることは至難の業であり,依然として

MRSAが医療関連感染の原因菌として最も重要な菌で

あることに変わりはない.

かつては病院等に出入 りし,ケ アや処置または治

mcc class SCCmecけ pc

Unidentincd

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

NT■

Ⅳ

NT*

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

療を受ける患者が,MRSAの 保菌や感染症に対してリ

スクの高い集団とされていた。 しかしなが ら近年で

は,市中においてCA―MRSAが拡がる傾向にあり, こ

ういった従来のリスクを持たない健康人がMRSAの保

菌者になる機会も増えつつある.したがつて今後は,

HA―MRSAの みならずCA一MRSAも含めた総合的な感

染対策の対応が必要とされる(藤田,2013).

また一方で,MRSAに 対する研究が多数あるにも

関わらず,MRSEについてはあまり重要視されてこな

かうた.MRSEは比較的病原性が弱いものの,免疫力

の低下した患者に対しては日和見感染の原因菌となる

上に,健常者にとっても時に膀脱条,心内膜炎,血管

カテーテル感染症,皮膚軟部組織感染症などの原因

菌となるため,病原菌として,決 して軽視できるも

のではない.また,MRSAの 薬剤耐性遺伝子が, ヒト

の分離菌としてはMRSEがそのほとんどを占めるMR一

CNSか ら伝播されているとも言われていることか ら

(Jamaluddin et al.,2008),MRSEの 保菌状況や拡が

りを把握する必要がある.

本研究では,対象を大学生の集団とした.今後さら

に,対象者あるいは対象とするコミュニティーを広

げ,同様の検討を行うことによって, これらメチシリ

ン耐性ブドウ球菌の市中及び病院内において伝播を予

防する方策を確立する一助としたい 。
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【Ottginal Atticte】

Dねse]niコ凰tion of Med五 cttlin―Resねtant Staph』o30CCi ttng
Japanese c01lege Students

Chl《望aじとζ()Nを11(la】 hとをltal),Akme Okuyamal),Chie Httadal),Eriko Shil‐【lozattπ al七

M盟盪 Mばaset Yuko陥麒 yal士 眈 述Haketaltt Htt Maruyamal士 Nば皿 d Sakataつ

1)Nagano College of Nursing

【Abstract】 We investigated staphy19cOccal strains isolated iom college students of a Japanese community tO evaluate

he prevalencc and characteristics of methicillin― resistant staphylococci.Of the 146 students examined,2(1.40/0)and 19

(13.00/。 )were CO10nized wih mehidllin― resistant∫′β″力/′οと,οて,て
'E′

∫2盟TE/♂ (MRSA)and methidllin― resistantが婢 ゥ 撤 炒θて,Eど∫

寧疵わ眩疵ね (MRSE),rttpect市 ely.These obseⅣ ations suggested hat,compared witt MRSA strains,MRSE strains were

highly disseminattd among Japanese c01lege studentso MoreoveL these MRSE strains accouHed for 18.30/O of all isolated d

寧荒肋物施佑 sttains,and 4.3%ofd βと,rθv∫ ねolatts possessed′′′滋 gene hat confers mehicillin resistance in staphylococci.

,ψ ア洗μ″′粉浄was more predominant than d βど,rθど′∫witt regard to acquisition of the resistance gene.AHimicrobial

susceptibility was tested by he disk dittsion methOd,and minimum inhibitoり concentrations(MICS)Were detemined by

he E― test The wide range ofMICs,0.19 to 64 μg/ml,was obseⅣ ed to Oxacillin,and most ofMRSE and MRSA strains were

still susceptible to the various kinds Ofantibiotics used in his study

To detemine he cIOnal compositions Of he MRSA and MRSE isolates,10 strains were stteCted to SCC′ ″θθ PCR typlng.

Eight strains were found to harbor SCC″ θてテけpe IV elements,although the oher 2 strains wcre not classined.This type of

he element appeared to be mainly distributed among he resistant staphylococchn he Japanese commLinity studied.

【Keywords】 Staphylococd,MRSA,MRSE,antimicЮ bial susceptibihtt SCC"θ ι・
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