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最 近 ア メ リカ を中 心 に 問 題 と な っ て い るvancomycin(VCM)耐 性 のEntemoccu8属 を検 討 す る た

め,ア メ リ カで 分 離 され た バ ンコ マ イ シ ン耐 性Entemoccug faecalis,Enterococcusfaeciumを 用 い て

各種 抗 菌 薬 に 対 す る感 受性 動 向 を検 討 した 。 ま たPCR法 を用 い て りanAお よ びvanB遺 伝 子 の 有 無 と

VCM,teiooplanizk(TEIC)のMICと の 閲 係 も検 討 した 。 そ の 結 果VCM耐 性 のE.faecalisで はペ ニ

シ リ ン系 薬.カ ルバ ペ ネ ム系 藁,minocycline(MINO),TEICがVCM耐 性 のE,faeciumで はRP

59500,MINO,chloramphenioolが 良 好 な感 受 性 を示 した 。 各 薬 剤 間 で 感 受 性 相 関 は 認 め られ ず 多 剤 耐

性 化 は 認 め られ な か っ た 。VCM耐 性 菌 をPCR法 で 分 類 した 結 果,vanA保 有株 は9株,vanB保 有 株

は16株 とそ れ ぞ れ 検 出 され た がvanA,vanBの 同時 保 有 株 は検 出 され な か っ た。vanA保 有 株 はVCM

(MIC;50～800μg/ml),TEIC(MlC;6.25～100μg/ml)の 両 薬 剤 に耐 性 を 示 し,vanB保 有 株 は

VCM耐 性(MIC;6.25～20-μg/ml),TEICに 感 受 性(MIC;≦0.2～0.39μg/nlを 示 した。

Keywords:バ ンコ マ イ シ ン耐 性Enterocooci,PCR法,vanA,vanB

ダ リコペ ブ タイ ド系 薬 で あ るvancomycin(VCM)は ブ

ドウ疎 菌 を は じめ とす る グ ラム 陽性 薗 に優 れ た抗 菌 力 を示

す 。 我 が 国 で もメ チ シ リ ン酎 性 黄 色 ブ ドウ球 菌(methi-

CUin-resistant Staphylococcusaureus,MRSA)の 増 加 と

共 に本薬 の使用 量 が増加 して いる。

一方Entenooccus属 は 日和 見感 染 菌の 主要 薗の ひ とつで

あるが,1989年 にVCM耐 性Entemoccus属 の流 行が 報告

された1)。このVCM耐 性Enterococcus属 は,近 年 その 分離

率 の増 加 につ い て い くつ か の報 告 が な され てい る岡 。幸 い

なこ とに,本 邦 で はVCM耐 性Entemoccus属 の流行 の軽

告は,現 在 の ところな され て いない が,今 後流 行 の可能性 は

皆無 で はない。

今 回我 々 は1994年 ～1995年 に か けて ア メ リカで分 離 さ

れたVCM耐 性Enterococcm/hecalis,Enterococcusfaeci-

umを 用 いて各種 抗 菌薬 に対 す る感受 性動 向 を検討 した。

I.材 料 と 方 法

(1)使 用 菌 株

1994～1995年 に ア メ リ カ で 分 離 さ れ たVCM耐 性

瓦1hecal誌9株,E.faecium16株 。1990～1991年

分 離 の 日本 由 来 のE.faecalis26株 を用 い た。

(2)薬 剤 感 受 性 検 査

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 準 じ,3～5x105CFU/ml

を接 種 し,寒 天 平 板 希 釈 法 に てMICを 測 定 した 。

(3)使 用 薬 剤

Ampicillin(ABPC),methicillin(DMPPC),

imipenem(IPM)[葛 有 製 薬],piperacillin(PIPC)

[富 山 化 学],ceftazidime(CAZ)[日 本 グ ラ ク ソ】,

cefpirome(CPR)[日 本 ル セ ル],cefluprenam

(CFLP,E1077)[エ ー ザ イ ユ,VCM,erythromycin

(EM)[塩 野 義 製 薬],teicoplanin(TEIC)[マ リ オ

ン ・メ レル ・ダ ウ],rokitamycin(RKM)[旭 化 成],

RP595-0[ロ ー ヌ ・ブ ー ラ ン ・ロー ラ ー],minocy-

cline(MINO)[日 本 レ ダ リ ー],ofloxacin(OFLX)

[第 一 製 薬],chloramphenicol(CP)[三 共]は い ず れ

も力 価 の判 明 した もの を そ れ ぞ れ 分 与 を受 け用 い た。

(4)VCM耐 性 遺 伝 子 の検 出

VCM耐 性 を示 す 株 に対 してpolymerasechainreac-

tion(PCR)法 を用 い てmnA,vanB遺 伝 子 の検 出 を

試 み た。PrimerはMalenら の 報 告5)に も とづ き,van

A-1:5'-GGGAAAACGACAATrGC-3',vanA-2:5'-GTA-

CAATGCGGCCGTTA-3',van、B-1:5,-ATGGGAAGCC-

GATAGTC-3',vanB-2:5,-GATTTCGTTCCTCGACC-3'

を用 い た。PCRは 市 販 のPCR用 キ ッ ト(宝 酒 造)と,

DNAThermalCycler480(Perkinn-ElmerCetus

Instrument)に て 反 応 を行 っ た。 熱 変 調94℃1分 間,

ア ニ ー リ ング54℃1分 間,伸 長72℃1分 間 の 条 件 で

3-サ イ ク ル の 増 幅 を行 っ た 。 反 応 後1.5%ア ガ ロー ス

ゲ ル を用 い 電 気 泳 動 後 紫 外 線 下 で 観 察 した 。vanA遣 伝

子 は732bp,vanB遺 伝 子 は635bpの バ ン ドの 有 無 を

確 認 し た。

・挿奈 川県 相模原市北里1-15-1
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H.結 県

(1)薬 剤 感 受 性

各種 抗 菌 薬 に 対 す るMICrangeとMIC50,MIC90を

Table1に 示 す 。VCM耐 性E.faecali 89株 に つ い て

は,β-ラ ク タ ム薬 の 中 でABPC,PIPC,1PMCFLIP

(E1077)が 優れた抗蘭力を示 した。DMPPC,CAZは

すべての株が12.5μg/m1以 上で抗薗力は示 さなかっ

た。β纈ラクタム藁以外の抗薗藁ではTEIC,MINOが

優れた抗驚薬を示した。しか し,VCMの 一C範 闘は

6,25～200μg/m1でMIC60は100μ811n1g-C90は

Table 1. Susceptibility distribution of clinical isolates of Enterococotui (walk, and Enterococcus faecium

ABPC: ampicillin, PIPC: piperacillin, DMPPC: methicillin, CAZ: ceftaziclime, CPR: cefpirome, IPM: imipenem, CFLP:

cefluprenam, VCM: vancomycin, TEIC: teicoplanin, EM: erythromycin, OL: oleandomycin, RKM: rokitamycin, MINO:

minocycline, OFLX: ofloxacin, CP: chloramphenicol
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200μg/mlと 中等度耐性から高度耐性株 まで認め られ

た。これに対 して,TEICに 耐性を示す株は1株 だけで

あった。マクロライ ド系抗菌薬ではEM ,RKMは9株

中6株 が耐性 を示 したが,RP59500のMIC範 囲は

3.13～12.5μg/mlで,一 峰性の分布 を示 した。 さらに

OFLXは9株 中7株 が耐性を示 した。

日本由来のVCM感 受性E.fhecalis 26株 について,

β一ラクタム薬ではABPC, PIPC, IPM, CFLP (E

1077)が 優れた抗菌力 を示 した。DMPPC,CAZは す

べての株が625μg/ml以 上を示 し,抗 菌力は示さなか

った。 しか し,CAZはVCM耐 性株が高度耐性 を示 し

たのに対 し,VCM感 受性株の中には中等度耐性 を示す

株が認 め られ た。 β一ラクタム薬以外 の抗 菌薬で は

VCM,TEIC,RP59500が 優れた抗菌力を示した。な

かで もTEICは26株 すべてが0.2μ9/ml以 下であり,

VCMのMICg。 が1.56μg/m1に 比べ きわめて優れた抗

菌力 を示 した。 マ クロライ ド系抗 菌薬 ではEMの

MIC衡 が0.78μg/mlで,VCM耐 性株のMIC5。 が100

μ9/m1以 上に比べ良好 な抗菌力を示 した。MINOの

MIC50がVCM耐 性株で0.20μg/ml以 下に対し,VCM

感受性では3.13μ9/mlとVCM感 受性の方がMINO

耐性株が多 く認め られた。しかし,MIC90は625μg/m1

で差が認め られなかった。 また,OFLXはMICg。 が

3.13μ9/m1とVCM感 受性の方がVCM耐 性株の100

μg/m1に 比べて感受性を示す株が多 く認め られた。

アメリカ由来VCM耐 性E.faecium16株 について

は,β ラクタム薬 は大部分の株が耐性 を示 した。他の

抗菌薬ではRP59500のMIC90が0.78μg/ml,MINO

のMICgoが6.25μg/ml,CPのMICgoが3.13μg/ml

と優れた抗菌力を示した。

(2)薬 剤感受性相関

各菌種 についてTEIC,EM,MINO,OFLXの 薬剤

感受性相関をκ2検 定を行いそれぞれのp値 をTable2

に示 した。アメリカ由来VCM耐 性E.角ecalisに おい

て,TEIcとMINOの 間に相関関係が認め られた(Fig.

1A)。 しか し他 の薬剤問お よび他の菌種においては相

関関係は認められなかった(Fig.1B,c,D)。

(3)vanA,vanB遺 伝子の検出

バ ンコマイシ ン耐性遺伝子vanA,vanBの 有無 と

VCM,TEICのMICの 結果をFig.2に 示した。vanA

保有株は9株,vanB保 有株 は16株 とそれぞれ検出さ

れたがvanA,vanBの 同時保有株は検出されなかった。

vaπA遺 伝子保有株 はVCMのMICが50～ ≧800μg/

ml,TEICのMICが6.25～100μg/mlに 分布 した。
一方

,mnB遺 伝子保有株 はVCMのMICが6.25～

200μg/m1,TEICのMICが0.2～0.39μg/mlに 分布

したovanA遺 伝子保有のE。 角ecaZisは1株 のみのた

めVCMとTEICと の相関は比較で きなかったが,

vanB保 有のE.faecalisとE.faeciumのMIC分 布

Table 2. Correlation between the activities of teicoplanin, ery-
thromycin, minocycline and  ofloxacin against clinical iso-
lates of Enterococcus faecalie and Enterococcus faecium

Numbers 8how thg p value of 12 analysis

-,not calculated
TEIC:teicoplanm,EM:erythromycin, MINO:minocycline,OFL&

ofloxacm

に明らかな差は認め られなかった。

111.考 察

E.角malisを 初めとするEnterococcus属 は腸内細

菌叢の構 成細菌で あるが,尿 路 感染症や心内膜炎,

compromizedho8tに 対する敗血症の原因菌として臨床

で問題となっている6)。

今回の結果では,VCM耐 性のE.faecalisで はペニ

シリン系薬,カ ルバペ ネム系薬,MINO,TEICが,

VCM耐 性のE.faeciumで はRP59500,MINO,CP

が良好な感受性 を示 した。MINOの 耐性菌がVCM感

受性株で多 く認められた。本邦でのEnterococcus属 の

MINO耐 性菌の割合 は報告 により大 きく異 なってお

り7'9,院 内感染の影響が大 きいと考え られた。今回検

討 した株は5施 設から分離 された株 を用いてお り,そ

の影響は少ないと考え られる。 したがって,ア メリカ

由来のVCM耐 性株と本邦由来のVCM感 受性株に差が

認め られた原因として,菌 株の由来の差か,抗 菌薬使

用状況の差が関与していることが考えられた。

各種薬剤間の感受性相 関をみ ると,ア メリカ由来

VCM耐 性E.faecalisに おいて,TEICとMINOの 間

に相 関関係が認められた以外に,他 の薬剤間お よび他

の菌種では相関関係が認められなかった。 この ことか

らVCM耐 性を含めたEntmcoccus属 の多剤耐性化は

進んでいないことが分かった。

VCM,TEIC耐 性菌の中には理論 的にはvanA,

vanB遺 伝子の共存が考えられるが,我 々のPCR法 に

よるvan.A,vanB遺 伝子の検討では,vanA,vanB同

時保有株 はMalenら の報告 と同様 に認め られなかっ

た5)。これが何に起因しているかは不明である。

一方,Malenら によるとvanA遺 伝子保有株はVCM

のMICが64μg/ml以 上,TEICのMICが16μg/ml
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(C)

(B)

(D)

Fig. 1. Scattergram of MICs.
(A) Teicoplanin (TEIC) compared with minocyclin (MINO) against of clinical isolates of van-

comycin (VCM)-resistant Enterococcus faecalis. (B) MINO compared with erythromycin (EM)
against of clinical isolates of VCM-resistant E. faecalis. (C) TEIC compared with EM against of
clinical isolates of VCM-resistant E. faecium. (D) MINO compared with EM against of clinical iso-
lates of VCM-susceptible E. faecalis.
○;indicates a strain.

以上,槻 πB遺 伝子保有株はVCMのMICが16～64

μg/m1,TEICのMICが2μg/m1以 下 と報告されてい

る10)。しかし,今 回の検討では 一 訊 遺伝子保有株は

VCMのMICが50～800μg!m1,TEICのMICが

6.25～100μg/ml,ひ απB遺 伝子保有株はVCMのMIC

が6.25～200μg/m1,TEICのMICが ≦0.2～0.39μgl

mlで あった。 これは先の報告によるデー タと若干異な

るが,VCM耐 性 遺伝子 は誘導型耐性 であ り。 かつ

plasmid上 に存在す ることか ら一),VCM耐 性の誘導

のかか りやす さやVCM耐 性を担 うplasmidの コピー

数によって耐性値が影響される可能性も考えられる。

1989年 にVCM耐 性のEnterococcus属 の流行がイ

ギリスで報告 され三),その後分離率の増加がい くつか報

告 されている2-4)。VCM耐 性のE.faeciyumはVCM以

外に良好な抗菌力を示す薬剤が限 られる。またVCM耐

性のE.faecalisに 対 してABPCが 有効である。しか

し,ア メリカを中心にE.faecalisの 中にペニシリナー

ゼ産生株が報告されてお り13-15),これ らの株 は菌数が多

い条件下ではABPC高 度耐性 となる。また,臨 床での

報告はないが実験室レベルでSl.aureusにVCM耐 性

の プラス ミ ドが伝達 された報告があ る16)。本邦では

VCM耐 性のEntercooccus属 の流行の報告は認められ

ていないが,本 邦の抗菌薬の使用状況 を反映 した附性

菌の出現傾向か ら考えると,今 後VCM耐 性菌が分離さ

れることも十分に考えられる。 また,VCM酎 性菌 と薬

剤 間の相関関係 を求めることは,そ の菌の多剤耐性傾

向を知るために意義がある と考え られる。いずれにし

ても,現 在アメリカを中心に分離 されているVCM耐 性
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Fig. 2. Correlation between vancomycin-and teico-

planin-MICs with vanA and vanB.

The vanA and vanB genes were detected by the

PCR method. Strains with the vanA gene are

inducibile high levels of resistant to VCM and TEIC .

Strains with the vanB gene are inducibile resistant to

various levels of VCM but remain susceptible to

TEIC.

菌 を初め とした抗菌薬の耐性化の動向などについて注

意 してお くことが必要であろう。今回の報告ではVCM

耐性E.faecalis 9株,E.faecium 16株 についての報

告であるが,こ れ らの耐性菌 と日本で分離 されたE.

faecalisの,グ リコペブタイ ド系薬以外の抗菌薬に対す

る耐性 の違 い も認め られた。 そのためアメ リカ由来

VCM耐 性 菌の 感受 性 結果 が.日 本で 分離 され る

Entmeoccus属,特 にE.faecalis,E.faeciumの 耐

性菌の出現動向を予測 させ るものではないが,そ の概

要は十分推測で きると考えられる。
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Activities of antimicrobial agents against vancomycin-resistant Enterococcus spp.

and detection of van gene by PCR method

Masato Nonoyame and Matsuhisa Inoue
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Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium isolates that are resistant to vancomycin have

recently been identified in North America and Europe. We investigated the susceptibility to

antimicrobial agents against 51 clinical isolates of enterococci (9 vancomycin-resistant

E. faecalis, 16 vancomycin-resistant E. faecium and 26 vancomycin-susceptible E. faecalia).

Ampicillin, piperacillin, imipenem, minocycline and teicoplanin were more effective than other

antibiotic agents against vancomycin-resistant E. faecalis. RP 59500, minocycline chloramphenicol

were more effective than other antibiotic agents against vancomycin-resistant E. faecium. Among

25 strains of Enterococcus spp., either vanA or uanB gene was detected in 9 and 16 strains,

respectively, by the PCR method. The strains possessing vanA gene are resistant to vancomycin

(MIC; 50-800ƒÊg/ml) and teicoplanin (MIC; 6.25-100ƒÊg/ml). The strains possessing uanB gene

are resistant to vancomycin (MIC; 6.25-200 pg/m1) but susceptible to teicoplanin (MIC;<0.2•`

0.39ƒÊg/ml).


