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緒 言

牛のサルモネラ症は種々の血清型のサル

モネラに起因する感染症で、下痢、敗血症を

主徴とする急性あるいは慢性の伝染性疾病

である。本症では Salmonella Typhimurium

（以下ST）、S.Dublin、S.Enteritidisの3血

清型によるものが届出伝染病に指定されて

いる。中でも ST は原因血清型として重要視

されており、この2相鞭毛抗原が発現しない

単相変異株とされるS.4:i:-が人や家畜のサ

ルモネラ症の原因菌として 2010 年以降増加

傾向にある［7，8］。さらに、サルモネラの多

剤耐性化が問題となる中、2006年に国内で初

めて家禽から CMY-2 型耐性遺伝子をもつ
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要 約  2013年4月初旬に静岡県内の酪農家において分娩後数日経過した成牛3頭が発熱、水

様性下痢、血便を呈し相次いで死亡した。さらに、同居牛群に同様の症状が蔓延し、5月中旬までに

成牛6頭が死亡した。病性鑑定の結果、死亡牛の腸管内容物と腸間膜リンパ節および同居牛の直腸便

からSalmonella enterica 血清型4:i:-が分離された。薬剤感受性試験、P/Case test、double disk 

synergy testの結果、本菌は基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ（ESBL）を産生し、第4世代セファ

ロスポリンにも耐性を示す多剤耐性菌であることが示された。さらに、耐性遺伝子の塩基配列を確認

したところ、本菌はESBL遺伝子blaCTX-M-55を染色体上に保有することが明らかとなった。本報はCTX-

M-55 β-lactamase産生株による牛サルモネラ症に関する初めての報告である。 
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S.Infantisが分離され［18］、2010年にはTEM

型耐性遺伝子を保有する S.Infantis が食鳥

処理場へ出荷された家禽から分離される［16］

など、国内でも家畜からの基質特異性拡張型

β-ラクタマーゼ(ESBL)産生性サルモネラの

分離に関する報告が散見される。 

本報では、静岡県内の酪農家において発生

した第 4 世代セファロスポリンを含む複数

の抗菌剤に耐性を示すS.4:i:-による成牛の

サルモネラ症の概要と薬剤耐性遺伝子の解

析結果について報告する。 

材料および方法 

発生農場及び経緯：静岡県東部の発生農場

はフリーストール牛舎で乳用牛310頭を飼養

する酪農場である。当該農場では、購入粗飼

料、配合飼料におから等食品残さを加えた自

家製TMRを給与していた。またサルモネラ症

ワクチンは接種しておらず、2012年12月以

降の牛の移出入はなかった。 

2013 年 4月初旬に分娩直後の成牛 3頭に

40℃の発熱、食欲不振、水様性下痢および血

便が確認され、4月9日に1頭、同14日に2

頭が相次いで死亡した。発生当初は、コクシ

ジウム症を疑い管理獣医師による治療を実

施していたが、症状が改善されないため、一

部アンピシリンの投薬も行われた。しかし、

4月中旬以降に新たに2頭が同様の症状を呈

したことから、2013年4月22日に畜主及び

管理獣医師から病性鑑定の依頼に基づき次

の検査を実施した。なお病性鑑定の依頼以降

も下痢症状を示す牛は増加し、5月中旬まで

に合計6頭が死亡した。表1に下痢症状を呈

した死亡牛の詳細を列記する。 

剖検及び病理組織学的検査：水様性下痢、

起立不能を呈し死亡した牛（表 1、No.4）を

剖検し、主要な臓器を採材した。定法に従い

パラフィン切片を作製し、ヘマトキシリン・

エオジン（HE）染色を施した。また一部の組

織標本について、サルモネラO4群抗血清（デ

ンカ株式会社）を用いた免疫組織化学染色を

実施し、顕微鏡観察を行った。 

ウイルス学的検査：病性鑑定牛、下痢発症

牛2頭、同居牛8頭の直腸便について簡易抗

原検出キット（ラピッドテスタロタ－アデノ,

清水メディカル株式会社、Rainbow Calf 

Scours-BIO K 288,Bio X Diagnostics）を用

いてロタウイルス、アデノウイルスおよびコ

ロナウイルスについて検査を行った。 

寄生虫学検査：病性鑑定牛、下痢発症牛 2

頭、同居牛8頭の直腸便について浮遊法にて

コクシジウムオーシストの有無の確認を行

った。 

細菌学的検査：剖検で採材した主要臓器お

よび下痢発症牛、同居牛の直腸便について、

5％緬羊血液加トリプトソイ寒天培地、DHL

（Deoxycholate Hydrogen sulfide lactose）

表 1 下痢症状を呈した死亡牛の概要 

No. 発症日 死亡日 発症月齢 主な症状 

1 2013/4/2 2013/4/9 57 下痢、発熱 

2 2013/4/2 2013/4/14 31 第四胃変位、下痢、発熱 

3 2013/4/6 2013/4/14 45 ケトーシス、起立不能、下痢、

発熱

4 

(病性鑑定牛) 

2013/4/14 2013/4/23 76 暗赤色水様性下痢、起立不能、

発熱

5 2013/4/26 2013/5/7 79 下痢、発熱

6 2013/5/7 2013/5/14 66 食欲不振、下痢、発熱
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寒天培地を用い、ガスパック法による CO2培

養（アネロパック・CO2,三菱ガス化学株式会

社）と5％緬羊血液加トリプトソイ寒天培地

を用いたガスパック法による嫌気培養（アネ

ロパック・ケンキ,三菱ガス化学株式会社）を

実施した。さらに直腸便についてハーナーテ

トラチオン酸塩培地で 42℃、20 時間増菌培

養後、DHL 寒天培地を用いた好気培養を実施

した。TSI寒天培地（栄研化学）、シモンズク

エン酸ナトリウム培地（栄研化学）、SIM培地

（栄研化学）、リジン脱炭酸試験用培地（栄研

化学）にて生化学的性状検査を実施した。サ

ルモネラ免疫血清「生研」（デンカ株式会社）

にて血清型別を実施するとともに、ST同定の

た め Salmonella serovar Typhimurium 

Identification Kit（TaKaRa）を用いてPCR

を実施した。さらに、サルモネラの2相H抗

原を規定する遺伝子（fljB）を検出する PCR

［5］を行った。 

薬剤感受性試験：薬剤感受性用ディスク

（センシディスク,日本 BD）を用い、一濃度

ディスク拡散法により実施した。供試薬剤は

アンピシリン(ABPC)、セファゾリン(CEZ)、セ

フォキシチン(CFX)、セフォタキシム(CTX)、

セフタジジム(CAZ)、セフェピム（CFPM）、セ

フピロム(CPR)、クロラムフェニコール (CP)、

テトラサイクリン(TC)、カナマイシン(KM)、

ゲンタマイシン(GM)、ナリジクス酸(NA)およ

びシプロフロキサシン(CPFX)の 13 薬剤であ

る。さらに ESBL 産生性を確認するため

Double Disc Synergy Test、P/Case Test（日

水）を実施した。 

ESBL遺伝子解析：βラクタマーゼ遺伝子型

を決定するために、Akibaらの報告［2］にあ

るプライマーを用いて、報告に従いPCRを行

った。増幅したβ-ラクタマーゼ遺伝子につ

いて、ダイレクトシークエンス法で塩基配列

を決定した後、Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST: http://blast.ncbi. 

nlm.nih.gov/Blast.cgi, ［3］)を用いて相同

性検索を行い、β-ラクタマーゼ遺伝子型を

決定した。さらに、分離株におけるプラスミ

ドの存在ならびにβ-ラクタマーゼ遺伝子の

存在位置を確認するため、Shahada らの報告

［17］に従い、S1ヌクレアーゼ（タカラバイ

オ株式会社）で消化し、パルスフィールドゲ

ル電気泳動（PFGE）後、サザンブロット解析

を行った。加えて、ゲノムDNAをI-CeuI（New 

England BioLabs）で消化し、泳動したPFGE

像を用いて同様に解析した。 

結   果
剖検及び病理組織学的検査：剖検では、主

要臓器は全体的に煮肉様で、腸管粘膜からの

出血が顕著に認められた。また第四胃に潰瘍

が認められた。組織学的に第四胃では、粘膜

図１ 解剖牛の病理組織所見 

第四胃（A）、子宮（B）において Salmonella O4 群に対する陽性反応（矢頭）が認められた。 

（Salmonella O4 群抗血清による免疫組織化学的染色 Bars＝50μm） 

A B 
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上皮の剥離、粘膜固有層から粘膜下織に至る

炎症細胞浸潤、出血が認められた。子宮では

粘膜上皮における細菌を伴う炎症細胞浸潤

内膜炎が認められた。サルモネラ O4 群抗血

清を用いた免疫組織化学染色では回腸、盲腸、

腸間膜リンパ節、第四胃（図 1A）、子宮（図

1B）でサルモネラ O4 群の陽性反応が認めら

れた。 

ウイルス学的検査：簡易抗原検出キットを

用いた検査では、ロタウイルス、アデノウイ

ルスおよびコロナウイルスのいずれも陰性

であった。 

寄生虫学検査：浮遊法による検査では、コ

クシジウムオーシストは検出されなかった。 

細菌学的検査：病性鑑定牛の腸間膜リンパ

節、盲腸内容、結腸内容および子宮内容、さ

らに下痢発症牛の直腸便からから

Salmonella spp. が分離された。血清型別の

結果、抗原構造は4:i:-と判定された。確認

のために実施した ST同定 PCRでは、サルモ

ネラが共通に保有する遺伝子（invA:605bp）

およびSTが特異的に保有する遺伝子（94bp、

196bp、303bp）が検出されたが、fljB遺伝子

（394bp）は検出されなかった。 

薬剤感受性試験：キノロン系、セファマイ

シン系には感受性を示したが、ABPC、CEZに

加え、第3、第4世代セファロスポリンのCTX、

CAZ、CFPMおよびCPRに耐性を示した（表2）。

さらにCP、TCおよびGMにも耐性を示し、供

試した13薬剤のうち8薬剤に耐性を示した。 

また、Double Disc Synergy Testでは、供

試した4薬剤（CTX、CAZ、CFPM、CPR)でいず

れも阻止帯が形成され、クラブラン酸による

阻害効果が認められたことから本サルモネ

ラは ESBL 産生菌と判定された。さらに

P/Case Testによりペニシリナーゼ陽性、セ

ファロスポリナーゼ陰性であったことから、

ESBL単独産生菌と判定された。 

ESBL遺伝子解析：本菌のESBLの遺伝子型

はblaCTX-M-55と判定された。また、S1-PFGEで

はプラスミドのバンドは認められず、その後

のサザンブロット解析で染色体由来フラグ

メントに blaCTX-M-55プローブのシグナルが認

められた。I-CeuI-PFGE後のサザンブロット

解析においても染色体由来のフラグメント

に blaCTX-M-55プローブのシグナルが認められ

た(図2)。以上の結果からblaCTX-M-55が染色体

上に存在することが明らかとなった。 

考  察 

S.4:i:-はSTの2相鞭毛抗原が発現しない

変異株であり、その病原性は ST と同等であ

ることから、2018年4月1日より本菌も届出

伝染病として扱うことになった［14］。 

S.4:i:-は人や家畜のサルモネラ症の原因菌

として増加傾向にあり、全国におけるサルモ

ネラ症の発生状況調査の結果、牛サルモネラ

症の約10％は本菌が原因で発生しており、乳

用牛、肉用牛ともに本菌の分離頻度が2012年

以降に上昇していることが明らかになって

いる［1］。静岡県におけるS.4:i:-の牛サル

モネラ症の発生は 2013 年の本症例が初めて

であり、全国の流行と一致して県内にも侵入

していたことになる。今回、病原体の農場へ

ABPC CEZ CFX CTX CAZ CFPM CPR CP TC KM GM NA CPFX
病性鑑定⽜

由来株

同居⽜
由来株

   R: 耐性、 I: 中間、 S: 感性

I R S I

表2  薬剤感受性試験結果

I

R R S R I R R R R

R R R I R SR R S R I R
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の侵入経路について詳細な調査は行われな

かったが、水圏環境、土壌、野生動物、ハエ

などの衛生昆虫を介した経路が薬剤耐性菌

の伝播・拡散において重要な役割を果たし

ていると考えられており［20］、農場におけ

る人、家畜、物の移動のみならず、農場周辺

の環境を含めた様々な経路を介しての侵

入・伝播を考慮する必要がある。 

本症例から分離されたサルモネラは第 3、

4世代セファロスポリンを含む複数の抗菌剤

に耐性を示す多剤耐性菌であり、ESBL遺伝子

blaCTX-M-55を染色体上に保有していた。第3、4

世代セファロスポリンは小児サルモネラ症

の主要な治療薬であり、それらに耐性を示

すサルモネラが家畜から分離されたことか

ら、公衆衛生上、特段の注意を払う必要があ

ると考えられた。人の臨床現場において

ESBL 産生菌が大きな問題となっている［9］

が、近年、家畜を含む動物からの分離報告が

増えている［6］。ESBL にはさまざまな型が

存在し、主要なものではTEM型、SHV型およ

びCTX-M型があるが［4］、国内において家畜

由来の細菌で検出されるESBLは、人由来の

細菌と同様にCTX-M型が主流であり［6,19］、

その多くは大腸菌で検出されている

［6,10,12,15］。一方、国内の家畜由来ESBL

産生サルモネラの報告は大腸菌と比較して

少 な く 、 ブ ロ イ ラ ー 由 来

S.Infantis や S.Hader で報告

［11,16］が散見されるが、本症例

のように牛由来 ESBL産生STおよ

び S.4:i:-の報告は国内において

も 1 例［13］のみであり、本報は

blaCTX-M-55遺伝子保有菌による牛サ

ルモネラ症としては初めての報告

である。また、多くの場合、プラス

ミド上に存在するCTX-M型ESBL遺

伝子が、染色体上に存在している

ことが特徴的であった。本症例は

2013年に発生したものであるが、2019年に

Zhang らが中国において blaCTX-M-55遺伝子を

染色体上に持つサルモネラの出現と流行を

報告しており［21］、その動向について今後

も注視していく必要がある。 

本報告は 2014 年に開催された第 55回全

国家畜保健衛生業績発表会における口頭発

表および2015年11月30日発行の家畜衛生

週報（No.3380）に掲載した内容に近年蓄積

された知見を追加し、新たな視点で検討し

た内容である。 
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Bovine salmonellosis caused by CTX-M-55 β-lactamase-producing 
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In April 2013, three cows presented with fever, watery diarrhea, and bloody stools several days after calving, and 
died on a daily farm in Shizuoka prefecture, Japan. In addition, similar symptoms prevailed among cohabiting herds 
on the same farm, and six cows died by the middle of May. The monophasic variant of Salmonella enterica serovar 
4:i:- was isolated from the intestinal contents, mesenteric lymph nodes of dead cows, and rectal stools of cohabiting 
cows in the pathological examination. The results of antimicrobial susceptibility, P/Case, and double disk synergy 
tests, and the analysis of resistance genes revealed that the isolates showed resistance to multiple antimicrobials 
including 4th generation cephalosporins, and carried the extended-spectrum β-lactamase gene, blaCTX-M-55, in the 
chromosome. This is the first report of bovine salmonellosis caused by CTX-M-55 β-lactamase-producing 
Salmonella enterica in Japan. 

Key words: blaCTX-M-55, chromosome, extended spectrum β-lactamase, 4th generation cephalosporins, 
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