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Wbrio cholerae non-01は,い わゆるコレラ菌(V.cholerae 01)と 血清型においてのみ区

別される菌種であ り,本 邦の河川,海 洋に広 く分布 している。本菌のヒ トにおける病原性は,

コレラ菌感染症にみ られる食中毒や感染性下痢症に加えて,肝 疾患等 を有す る患者においては

敗血症の起炎菌 として も重要であることが知 られてい る。今 風 臨床分離株(10株)お よび

環境分離株(80株)のV.cholerAe non-01の 薬剤感受性試験 を行 うとともに,本 菌の産生す

るβ-lactamaseの 基 質特異性につ いて検討 を加 えた。今 回検討 した抗菌剤の中でceftizo-

ximeとofloxacinの 抗菌活性が最 も優 れてお り,す べ ての株が0.025μg/ml以 下 のMIC値

を示 した。 また,臨 床分離株の中にはampicillin(ABPC)に 対す る耐性株は認め ちれなかっ

た もの の,環 境 分 離 株 に お いて は80株 中30株(37 .5%)がABPCに 対 してMIC値

12.5μg/ml以 上 の耐性 を示 した。 そして,こ れ らABPCに 対 して耐性 を示 した株のすべて

が β-lactamase産 生 株であった。 そこで,β-lactamaseの 基質特異性 を測定 したところ,肌

cholmenon-01の 産生す るβ-lactamaseは 構 成型penicillinaseで あ ることが明らかになっ

た。今後,環 境における γcholemnon-01の 薬剤耐性株の推移に 目を向けるとともに,こ

れ ち耐性株の臨床への蔓延に注意 してい く必要があると考えられた。
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Vibrio cholerae non-01は,い わ ゆ る コ レ ラ菌(V.

cholerae01)と 形 態 学 的,生 化 学 的性 状 が 一致 して い るに

もか か わ らず,コ レ ラ菌 抗01血 清 に 凝 集 しな い こ とか ら

non-agglutinable vibrio(NAG-vibrio)と 呼 ば れ て き

た1)。 本 菌 の ヒ トに お け る病 原性 は,コ レラ菌 感 染 症 に み

られ る 食 中毒 や 感 染性 下 痢 症 に加 え て,肝 疾 患 等 の基 礎疾

患 を有す る患 者 に お いて は敗 血 症 の起 炎菌 と して分 離 され

るこ と も多 く,臨 床 上 充分 に 注意 す る必 要 が あ る2)。今 回,

我 々 は下 痢 患 者 由 来 のV.cholerae non-01に つ い て薬剤

感受 性 試 験 を施行 し,環 境 分 離 株 の そ れ と比 較 検 討 した。

また,本 菌 のペ ニ シ リン系 抗菌 薬 に対 す る耐性 機 序 の 原 因

と考 え られ て い る β-lactamase産 生性,お よび そ の基 質

特 異 性 につ い て検 討 を加 えた の で報告 す る。

1.材 料および方法

(1)使 用 菌 株

臨 床 分 離 株 と し て 下 痢 患 者 よ り 分 離 さ れ たV.

chohmenon-0110株 を 用 い た 。 ま た,環 境 分離 株

と して1985～1986年 に 長 崎 市 中 島 川 よ り分 離 され た

34株,お よ び 浦 上 川 よ り分 離 され た46株(計80株)

のV.cholerae non-01を 用 い た 。

(2)使 用 抗 菌 薬

薬 剤 感 受 性 の 測 定 に 使 用 し た 抗 菌 薬 は,β-lactam

剤 と し てampicillin(ABPC).piperacillin(PIPC),

cefazolin(CEZ),cefmetazole(CMZ),ceftizoxi-

me(CZX)を,そ の 他 の 薬 剤 と し てstreptomycin

(SM),tetracycline(TC),sulfamethoxazole-tri-
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Clinical isolates (10 strains)

Environmental isolates (80 strains)

Fig. 1. MIC values obtained with five beta
-lactam antibiotics tested against 10 cli-

nically (upper) and 80 environmentally isola-
ted strains (bottom) of Vibrio cholerae non
-01 .
●-● ampicillin (ABPC),

○-○ piperacillin (PIPC),

■-■ cefazolin (CEZ),

□-□ cefmetazole (CMZ),

▲-▲ ceftizoxime (CZX).

methoprim (ST), chloramphenicol (CP), ofloxa-

cin (OFLX)を 用 い た。 本 菌 の 産 生 す る β-lac-

tamase基 質 特 異 性 の 決 定 に は,penicillin-G

(PCG), ABPC, carbenicillin (CBPC), cloxacillin

(MCIPC), oxacillin (MPIPC), cephaloridine (C-

ER), CEZ, cefoperazon (CPZ), CMZ, CZXを 使 用

した。 ま た,β-lactamase阻 害 剤 と し てclavulanic

acid (CVA)を 用 い た 。

(3)薬 剤 感 受 性 試 験

各種 抗 菌 薬 に お け る薬 剤 感 受 性 の 測 定 は,96穴 マ

イク ロプ レ ー トを 用 い たbroth micro-dilution法 に

て行 っ た。 培 地 に はMueller-Hinton broth (MH

-broth: BBL)を 用 い
,こ れ に104) CFU/wellと な

る よ うに 菌 を接 種 し,37℃,18時 間 培 養 後 に 最 小 発 育

阻 止濃 度(MIC)を 判 定 し た 。

(4) β-lactamaseの 検 出

V. cholerae non-01に お け る β-lactamaseの 産 生

は,β-lactamase検 出 用 デ ィ ス ク(β-チ ェ ッ ク,台

糖 フ ァ イザ ー)お よ びnitorocefin液 体 法(ビ ー チ ャ

ム)を 用 い,菌 を 接 種 し て か ら37℃,30分 間 培 養 し

た後判定 した。

(5) β-lactamase阻 害 剤の影響

β-lactamase阻 害 剤 で あ るCVA添 加 に よ る

ABPCの 薬剤感受性 の変化 について検討 した。す な

わち,ABPC単 独 またはABPCにCVA5μg/mlを

加 えた液体培地 を用 い,上 記の方法 にて同様にV.

cholerae non-01のMICを 測 定した。

(6) β-lactamase粗 酵素液の調整

Brain heart infusion broth (BHI-broth: BBL)

に て4時 間前培養 したV. cholerae non-014株 をそ

れぞれ新鮮BHI-brothに 接種 し,37℃ に て2時 閥培

養 後,3,500rpm,15分 間,4℃ にて遠心す るこ とに

よ り菌体 成 分 を 回収 した。 これ を リン酸緩衝 液

(PBS:0.1M,pH7.0)に て2回 洗浄後,同PBSに

再浮遊 させ氷冷下に超音波破砕器で30秒 間隔で30秒

間破砕 を10回 繰 り返 した。 この菌体成分破砕液 を

15,000rpm,30分 間,4℃,次 に39,000rpm,30分

間,4℃ にて遠心す ることによ り菌体成分 を沈澱させ

た後,そ の上清をβ-lactamase粗 酵 素液 として使用

した。 また,本 菌 の産生す るβ-lactamaseの 抗菌剤

に よる誘導 を検討す る目的で,新 鮮BHI-brothに

菌 を接種 してか ら1時 間後にCMZO.05μg/mlを 加

え て 以 下 同 様 に 処 置 した もの を誘 導(+) β

-lactamase粗 酵 素 液 と して使 用 した。 今 回の β

-lactamase粗 酵 素 液 の 調 整 に用 い た4株 のV.

cholerae non-01に 対 するCMZのMIC値 は それ ぞ

れ0.2, 0.39, 1.56, 1.56μg/mlで あ った。

(7) β-lactamase活 性 の測定

V. cholerae non-01の 産 生す るβ-lactamase活 性

の 測 定 は,micro-iodometric assayに て3), PCG

(100μM)を 基質 としてPBS(0.05M, pH7.0)中

で30℃,1分 間 に1μmole分 解 す る酵素量を1 unitと

して測定 した。本菌の β-lactamaseの 基 質特異性

は,PCG, ABPC, CBPC, MCIPC, MPIPC, CER,

CEZ, CPZ, CMZ, CZXの 各 々100μMを 基質 として

測定 した。結果は,今 回使用 したV. cholerae non

-014株 の β-lactamaseのPCG加 水分解速度 を100

とした時の相対的加水分解速度 を,平 均値 ±標準偏差

(mean±SD)で 表わ した。

(8)蛋 白量の測定

各酵素液 中の蛋 白量は,bovine serum albuminを

standardと してLOWRYの 改 良法4)によ り測定 した。

II. 結 果

(1)V. cholerae non-01の 各 種抗菌剤におけ る薬

剤感受性成績

Fig. 1にV. cholerae non-01の β-lactam剤 にお
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ける感受性成績 を示 した.臨 床分離株に対 してCZX

お よびPIPCの 抗 菌力が最 も優れており,0,1μg/ml

以 下 の 濃 度 です べ ての 株 の 発 育 が阻 止 され た。

ABPC,CEZ,CMZに お いてはMIC値 がやや高い傾

向にあった ものの,耐 性 を示す株は認め られ なかっ

Clinical isolates (10 strains)

Environmental isolates (80 strains)

Fig. 2. MIC values obtained with five other an-
tibiotics tested against 10 clinically (upper)
and 80 environmentally isolated strains (bo-
ttom) of Vibrio cholerae non-01.
●-● streptomycin (SM),

○-○ tetracycline (TC),

■-■ sulfamethoxazole-trimethoprim (ST),

□-□ chloramphenicol (CP),

▲-▲ ofloxacin (OFLX).

Induction (-)

Induction (+)

CBPC: carbenicillin, MCIPC: cloxacillin,

MPIPC: oxacillin, CER: cephaloridine,

CPZ: cephoperazone

Fig. 3. Substrate profiles of beta-lactamase

produced by Vibrio cholerae non-01. The

hydrolysis rate of each antibiotics was

showed as relative percent values in hy-

drolysis of penicillin-G (PCG) 100 gM/min

and results were expressed as (mean•}SD) of

4 strains. For induction of beta-lactamase,

cefmetazole 0.05 pg/m1 was added at 1 h

after incubation and then substrate profiles

were determined as for the control group

(bottom).

Table 1. Effects of clavulanic acid (CVA) on MIC values of ampicillin

against environmental isolates of Vibrio cholera( non-01

ABPC: ampicillin
a CVA 5μg/ml was added to each medium of serial ABPC two-fold dilution.
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た。 これに対 して環 境分 離株 ではABPCに お いて

12.5μg/ml以 上 のMIC値 を示 した株が80株 中30

株(37.5%)に,ま たPIPCに お いて3.13μ ｇ/ml以

上のMIC値 を示 した株が80株 中25株(31.3%)に

認められた。

Fig.2にSM,TC,ST,CP,OFLXに おける感受性

成績を示 した。これ らの薬剤においては臨床分離株 と

環境分離株V. cholerae non-01の 間 にはっきりした

薬剤感受性の違いはな く,SMを 除 けば耐性株は認め

られなかった。この中でもOFLX,TCはV. cholerae

non-01に 対 して特に優れた抗菌力 を示 してお り,そ

れぞれ0.025μg/ml,0.2μg/ml以 下の薬剤濃度にて

すべての株の発育 を阻止 した。

(2)β-lactamase産 生 株 の 頻 度 お よ び β-

lactamase産 生株に対す るCVAの 効果

今回検討 した臨床分離株V. cholerae non-0110

株の 中には β-lactamase産 生 株は認め られなか っ

た。 これ に 対 し環 境 分 離 株80株 に お け る β-

lactamase産 生 株の頻 度を調べ た ところ,ABPCに

対 して12.5μg/ml以 上 の耐性 を示 した30株 すべ て

がβ-lactamase陽 性 であった。一方,β-lactamase

非産生株(50株)のMIC値 は すべて1.56μg/ml以

下であった。

そこで,環 境分離株V. cholerae non-01のABPC

に対するMIC値 をCVA5μg/mlを 一 律に添加 して

測定したところ,β-lactamase産 生株のMIC値 は β

-lactamase非 産 生 株 のMIC値 ま で 偏 位 し た

(Table 1)。

(3) V. cholerae non-01の 産生す るβ-lactamase

の基質特異性(Fig. 3)

V. cholerae non-01の 産 生 す る β-lactamaseの

PCGを 加 水分解 す る速度 を100と した時,ABPC,

CBPCの 相対的加水分解速度はそれぞれ95±11, 25

±4で あった。これに対 しCZX, CMZ, CPZ, MPIPC

はほとん ど分解 されず,CER, CEZ, MCIPCが わ ず

か に 分 解 さ れ た だ け で あ っ た。 ま た,CMZ

0.05μg/mlを β-lactamase inducerと して添加 した

場合にもβ-lactamase産 生 能および基質特異性に変

化は見られなかった。

III. 考 察

V. cholerae non-01株 の 中には,抗 コレラ抗血清

で中和されるコレラ様enterotoxinを 産生す る株の存

在が知られており5),こ れ らの株によってコレラ菌 と

同様な腸管感染症の流行 も報告 されている6}。 また,

コレラ菌感染症においては,抗 菌薬治療 中に多剤耐性

プラスミドを有 した株 の出現が報告 されてお り7),コ

レラ菌と同 じVibrio属 で,し かも生化学的性状が同

じであるV. choleroe non-01に おいて も,同 様 な薬

剤耐 性 株 の出現 に注意す る必要があ る.ま た,1乙

cholerae non-01に よ る感染 症 においては,そ の

20.1%(42/202症 例)が 血液より分離されているとい

う報告 もあ り2),肝 疾 患等の基礎疾患を有す る患者に

おいては本菌感染症の発症に充分注意 しなければなら

な い。 この よ うな事実 を踏 まえ,今 回V. cholerae

non-01の 各種抗菌薬における薬剤感受性試験を行い,

その耐性化の頻度,耐 性機序について検討を加えた。

今 回検討 した臨床分離株10株 のV. cholerae non

-01に 対 して
,β-lactam剤 の 中ではCZXとPIPC

が,そ の他 の薬剤の中ではOFLXとTCが 優 れた抗

菌力を示 した。 この中で もOFLXのV.cholerae non

-01に 対 す る抗菌活性が最 も強 く,す べての株の発

育が0.025μg/ml以 下 の濃度 で阻止された。OFLX

は その優れた抗菌力と経口投与が可能であるとい う点

か ら,臨 床におけるV.cholerae non-01腸 管 感染症

の治療 に有用 であ ると考え られた。松下 ら8)は1981

～1984年 に 本邦 で ヒ トか ら分離 されたV. cholerae

non-01127株 の 薬剤感受性成績について報告 してい

る。 これによるとTC,CPに6.25μg/mlの 耐性を示

した株がそれぞれ6株3株SM,STに100μg/ml

以 上 の耐性 を示 した株がそれぞれ7株,1株,ABPC

に50μg/ml以 上 の耐性を示 した株が6株 認められた

と報告 している。今回の我々の成績においてはこの様

な耐性株は認められなかったものの,こ れ らの事実 を

踏 まえ本菌感染症の治療に当たることが必要であると

考えられた。

一方,環 境分離株80株 のV. cholerae non-01に

お いては,ABPCのMIC値12.5μg/ml以 上 を示し

た株が37.5%(30/80), PIPCのMIC値3.13μg/ml

以 上 を示 した株が31.3%(25/80)に 認 め られた。 そ

して,ABPCに お いて12.5μg/ml以 上 の耐性 を示

した株のすべ てが β-lactamase陽 性 であ り,か つ β

-lactamase阻 害 剤 であるCVAの 添 加 によ りその

MIC値 が β-lactamase非 産 生株のそれに偏位 した。

これらの結果か ら,本 菌のABPCに おける耐性機序

は β-lactamaseの 産 生に よることが明 らかに なっ

た。

そ こで次 に,V. cholerae non-01の 産 生 す る β

-lactamaseの 基 質特 異性 につ いて検 討 した。PCG

の加 水分解速度を100と した時,ABPC,CBPCに お

ける相対的加水分解 速度はそれ ぞれ95,25で あ った

が,本 菌の産生するβ-lactamaseに よ ってMPIPC,

CPZ, CMZ, CZXは ほ とんど分解 されなか った。 ま
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た,CMZ 0.05μg/mlを 加 えるこ とによ り本菌 の産

生す る β-lactamaseの 誘 導能 を検討 したところ,非

誘導時に比べ β-lactamaseの 産生能および基質特異

性に変化は認め られなかった。この結果から,今 回検

討 したV. cholerae non-01の 産 生するβ-lactamase

は構 成型penicillinaseで あ ることが明 らかになった。

一般 に構成型penicillinaseは プ ラス ミド支配の頻度

が 高 いが,Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hy-

drophila, Proteus mirabilisな どの一部の グラム陰性

桿菌においては染色体性penicillinaseの 存 在 も報告

されている9)。松下 ら8)はV.cholerae non-01の 薬 剤

耐性プラス ミドについて報告 している,こ れによると

V. cholerae non-01のST,CPに 対 する多剤耐性プ

ラス ミドの存在は認め られた ものの,ABPC単 剤 に

耐性を示 した5株 においてはプラス ミドは検出できな

かったとしている。これらの事実か ら,本 菌の産生す

るβ-lactamaseに つ いては,染 色体性penicillinase

の可 能性 も考えて検討 して行 く必要があると思われ

た。

今 回の臨床 分離株 と環境分離株V. cholerae non

-01の 薬 剤感受性 の比較 において,環 境分離株 中に

ABPCに 耐 性 を示 す株が高い頻度 で認められた。臨

床分離株に比べ環境分離株のV. cholerae non-01に

ABPC耐 性 株の 多いことは新井 ら10)によ って も報告

され て い る。 また,同 じVibrio属 でV. cholerae

non-01と 生 化学的性状の類似 したV. mimicusに お

いて も同様に環境分離株中にABPC耐 性株の頻度が

高い とい う報告 も見られる11)。一般に,抗 菌薬の使用

と耐性菌の出現頻度には正の相関関係が認め られ,臨

床において耐性菌の増加が問題 となっている。 この よ

うな状況の中で,V. cholerae non-01に お いては臨

床分離株に比べ環境分離株中に耐性菌の頻度が高いと

い う相反す る結果が得 られた。 この理由は現在の とこ

ろ明 らかではないが,近 年の環境におけ る抗菌薬の大

量使用12)や 自然界に広 く存在す るペニ シリン産生性

真菌13)と の 接触による耐性の獲得 などの可能性が考

えられた。今後,環 境 におけ るV. cholerae non-01

の薬剤耐性株の推移に 目をむけるとともに,こ れら耐

性株の臨床への蔓延に注意 してい く必要があると考え

られた。
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Vibrio cholerae non-01 are organisms that are biochemically indistinguishable from V. cholerae
but do not agglutinate in vibrio group 1 antiserum. Some of these strains have been known to
produce a cholera - like toxin and cause dehydrating gastroenteritis in humans. Some reports state
that more than 20 % of V. cholerae isolated from blood are non-01 especially in patients with
liver disease. We investigated drug susceptibility and resistance mechanisms to beta-lactam
antibiotics in clinical (10 strains) and environmental isolates (80 strains) of V. cholerae non-01.
Of the antibiotics tested, ceftizoxime and ofloxacin were extremely active against V. cholerae non
-01: both antibiotics inhibited growth of all strains with 0 .025 mg/l. None of the 10 strains of
the clinical isolates was resistant to other antibiotics tested. On the other hand, 30 strains of the
80 environmental isolates (37.5 %) were resistant to ampicillin (ABPC). All these strains showed
MICs of g 12.5 mg/1 and all produced beta -lactamase. In a substrate profile study of this
enzyme, it was clarified that the beta-lactamase produced by V. cholerae non-01 was basically
penicillinase. There is a possibility thit thus resistance to ABPC in environmental isolates of V.
cholerae will spread to clinical isolates. We therefore need to be on our guard against the
emergence of resistant strains in clinical V. cholerae non-01 infection.


