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日本赤十字社和歌山医療センターでアウトブレイクが疑われたESBLおよび
プラスミド性AmpC同時産生 Klebsiella pneumoniae に関する解析
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（平成 25 年 10 月 26 日受付，平成 26 年 3月 28 日受理）

2007 年 10 月から 2008 年 11 月にかけて日本赤十字社和歌山医療センターにおいて，セファ
ロスポリン系薬，セファマイシン系薬，およびオキサセフェム系薬に耐性を示す Klebsiella
pneumoniae が同一病棟で複数株検出されアウトブレイクが疑われた。我々はこれらの株の拡
散状況を調査するため，遺伝子解析と患者背景の調査を行った。その結果，22 株の K. pneumo-
niae から CTX-M-9 型 extended-spectrum β-lactamase（ESBL）とDHA型プラスミド性AmpC
（PABL）遺伝子が検出された。これらの株は antibiogramと DiversiLab による解析により 6
つのクローンに分類され，3つのクローン株のESBLと PABLを同時産生する K. pneumoniae
による施設内拡散が明らかとなった。

Key words: ESBLs，plasmid-mediated AmpC β-lactamases，Klebsiella pneumoniae，アウト
ブレイク，DiversiLab

I．序文
Klebsiella pneumoniae は腸内細菌科のグラム陰性

桿菌であり，ヒトの腸管や咽頭などの常在細菌の一種
である。よって身体の多くの部位から分離されるが，
日和見感染として呼吸器感染症や重篤な尿路感染症な
どを引き起こし，グラム陰性菌による敗血症の原因菌
としても，Esherichia coli に次いで多いことが知られ
ている１）。
Klebsiella spp．は染色体上にAmbler の分類２）でク

ラスAの β―ラクタマーゼ遺伝子を持つため，ペニシ
リン系薬に自然耐性を示す。クラスA β―ラクタマー

ゼは第 1世代セファロスポリン系薬にも結合親和性が
あるが，第 2世代以降のセファロスポリン系薬，モノ
バクタム系薬，およびカルバペネム系薬はほとんど分
解しないので Klebsiella spp．はこれらの抗菌薬に感性
を示す。しかし，染色体外遺伝子であるプラスミドに
コードされた耐性遺伝子を獲得することで，これらの
抗菌薬にも耐性化する。
1983 年に第 3世代を含むセファロスポリン系薬と
モノバクタム系薬まで分解する基質拡張型 β―ラクタ
マ ー ゼ（extended-spectrum β-lactamases：ESBLs）
を産生する K. pneumoniae がドイツで最初に報告さ
れ３），わが国では 1993 年に石井らによりCTX-M-44
（Toho-1）型 ESBL産生 E. coli が報告された４）。以来，
ESBL産生菌は国内外を問わず数多く検出されてお
り５）６），アウトブレイクも報告されている７）８）。諸外国で
は SHV型やTEM型のESBLが主流であったが，近
年では本邦と同じ Kluyvella spp．の染色体に由来する
CTX-M型が主となってきている９）。
一方，Klebsiella spp．や Proteus mirabilis などを除
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く腸内細菌科の菌や Pseudomonas aeruginosa の染色
体上には ampC 遺伝子が存在し，この遺伝子を保有
する菌株はAmpC β―ラクタマーゼを産生する。AmpC
β―ラクタマーゼはペニシリン系薬とセファロスポリ
ン系薬を効率よく分解する。この染色体性 ampC 遺
伝子がプラスミドに転移したと考えられるCMY-1 型
酵素を持つ K. pneumoniae が 1989 年に韓国で報告さ
れ１０）１１），我が国では 1993 年に堀井らによりMOX-1 型
酵素産生 K. pneumoniae が報告された１２）。その後，
日本を含め様々な国や地域でプラスミド性AmpC β―
ラクタマーゼ（plasmid-mediated AmpC β-lactamase：
PABL）が報告されている１３）１４）。PABL遺伝子は Entero-
bacter spp．由来のACT-1�MIR-1 型，Citrobacter fre-
undii 由来の CMY�LAT型，Morganella morganii 由
来のDHA型，Hafnia alvei 由来のACC-1 型，および
Aeromonas spp．由来のCMY�MOX型と FOX型の 6
群に分類される１４）。
2007 年 10 月から 2008 年 11 月にかけて，日本赤十
字社和歌山医療センターにおいてセファマイシン系薬
とオキサセフェム系薬に耐性傾向を示すESBL産生
K. pneumoniae が同一病棟で複数株検出されアウト
ブレイクが疑われた。我々はこれらの株の拡散状況を
調査するため，遺伝子解析と患者背景の調査を行っ
た。

II．材料と方法
1．解析の対象および患者背景調査
2007 年 10 月から 2008 年 12 月に当センターで分離
された K. pneumoniae 472 株を対象とした。この 472
株は，重複を避けるため，同一患者同一検体からの検
出は最初に検出された検体のみを対象とした。ただし
ESBL産生株は別株とみなし集計した。K. pneumoniae
の同定およびMIC測定にはNeg Combo 6.11J パネル
を用いMicroScan WalkAway 96 system（シーメンス
ヘルスケア・ダイアグノスティクス株式会社）により
実施し，amikacin，gentamicin，levofloxacin，およ
び sulfamethoxazole-trimethoprim を antibiogram に
使用した。また，患者背景は患者の入退院日，院内で
の滞在病棟，および使用抗菌薬を電子カルテより調査
した。
2．β―ラクタマーゼの解析
Cefotaxime（CTX），ceftazidime（CAZ），ceftriax-
one，aztreonamのいずれかの薬剤のMIC値が 2 μg�
ml 以上，もしくは，cefpodoxime（CPDX）のMIC
値が 8 μg�ml 以上である K. pneumoniae に対して
ESBL確認試験を行った。ESBL確認試験は，CTX，

CAZ，CPDXの単剤ディスクと clavulanic acid（CVA）
が添加されたCTX�CVA，CAZ�CVA，CPDX�CVA
ディスク（栄研化学株式会社）を用い，それぞれのCVA
添加ディスクの阻止円の差が 5 mm以上拡大した場合
に，ESBL産生菌とした。
ESBL産生菌と判定された 53 株について，ボロン
酸添加試験１５）と cefoxitin（CFX）ディスクを用いた
Hodge テスト１６）を用いてAmpC産生を確認した。ボ
ロン酸添加試験は，CTXと CAZの単剤ディスクと，
それぞれのボロン酸添加ディスクの阻止円のいずれか
において 5 mm以上の拡大を示した場合に陽性とした
（Fig. 1）。Hodge テストは，E. coli ATCC25922 を接
種したミュラーヒントン寒天培地平板の中央にCFX
ディスクを配置し，ディスク端から外側に被検菌を塗
布後培養し，塗布部分と阻止円が交差した地点に発育
増強を認めたものを陽性とした（Fig. 2）。
3．β―ラクタマーゼ遺伝子の検索
ESBLおよびAmpC同時産生が疑われた株に関し
て，PCR法により β―ラクタマーゼ遺伝子型を決定し
た。ESBL遺伝子の増幅にはTEM型１７），SHV型１７），
CTX-M-1 型１８），CTX-M-2 型１８），CTX-M-8 型１８），CTX-
M-9 型１８）の特異プライマーを，PABL遺伝子の増幅に
はCMY�MOX型１９），CMY�LAT型１９），DHA型１９），ACC
型１９），ACT-1�MIR-1 型１９），およびFOX型１９）の特異プ
ライマーを用いた。
4．菌株間の相同性の確認
菌株間のゲノム配列の相同性を確認するため，
repetitive-sequenced-based PCR（rep-PCR）を 実 施
した。rep-PCRは DiversiLab Microbial Genotyping
System（DiversiLab）（BioMereiux Inc.）を用いた。
BTB乳糖加寒天培地にて 24 時間培養した菌集落より
2 μl 相当量を白金耳で採取し，UltraClean Microbial
DNA Isolation Kit（MO BIO Laboratories, Inc.）にて
DNAを抽出した。抽出されたDNAはDiversiLab
Klebsiella キット（BioMerieux Inc.）を使用し rep-PCR
増幅を行った。rep-PCR増幅産物の解析にはAjilent
2100 バイオアナライザーを用いてDNA LabChip に
よる増幅断片の分離と検出を行った。検出された電気
泳動結果はDiversiLab ソフトウェア（version3.4）を
用い，ピアソン相関係数による系統樹を作成してクラ
スター分類を行った。

III．結果
1．ESBL および AmpC同時産生 K. pneumoniae
の分離頻度と遺伝子型

2007 年 10 月から 2008 年 12 月に当センターで分離
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Fig.　1.　Representative results of boronic acid disk test 
for isolates
The upper disks are CAZ disks, and the lower 
disks are CTX disks. The amount of 3-amino-
phenylboronic acid (APB) added to the right side 
disks was 300 μg.
AmpC-producer (strain no. 1): The diameter of 
the growth-inhibitory zone is expanded around 
the disk containing APB.

Fig.　2.　Growth patterns of AmpC-producer and -non-
producer in the modified Hodge test with CFX 
disk
A Mueller-Hinton ager plate was inoculated with 
E. coli ATCC25922 as an indicator organism. A 
CFX disk was put at the center and the test iso-
lates were streaked from the edge of the disk to 
the periphery of the plate and incubated over-
night.
Top: distorted inhibition zone of the indicator 
organism by AmpC-producer (strain no. 1). Bot-
tom: no effect on the zone of the indicator organ-
ism by AmpC-nonproducer.

さ れ た K. pneumoniae は 472 株 で あ り，ESBL確
認試験によりESBL産生株と判定されたのは 53 株
（11.2％）であった。
ESBLと判定された 53 株のうち，ボロン酸添加試
験およびHodge テストが共に陽性を示した株は 38 株
（8.1％）で 22 患者より分離された。この 22 患者にお
いて最初に検出された 22 株全てからCTX-M-9 型
ESBL産生遺伝子とDHA型 PABL遺伝子が検出され
た。
2．菌株間の相同性
ESBLおよびAmpC同時産生が疑われた 22 株を
対象に rep-PCRによる相同性解析を実施した結果，
98％以上の相同性を示すタイプが認められ，それぞ
れのタイプを rep-PCR type a，b，c，dとした。rep-
PCR type a は 3 株，rep-PCR type b は 1 株，rep-PCR
type c は 9 株，rep-PCR type d は 9 株であった（Fig.
3）。
3．患者背景調査
ESBLおよびAmpC同時産生が疑われた 22 株が各
患者において最初に検出された材料は，尿が 16 株，
喀痰が 6株であり，18 株が B病棟，2株がA病棟，1
株が C病棟，残り 1株は外来から分離された（Ta-
ble）。

菌が分離される 2週間以前より抗菌薬を使用してい
たのは 20 例であり，その中で β―ラクタム系薬を使用
していた患者は 14 例であり，カルバペネム系薬が 3
例で投与されていた。
菌検出後，1週間以内に抗菌薬の変更があった患者
は 12 例であり，菌検出後，ESBL産生および PABL
同時産生 K. pneumoniae に対し，有効と思われる抗
菌薬に変更していたのは 4例であった。

IV．考察
当センターの調査期間中のESBL産生 K. pneumo-
niae の検出率は 11.2％（472 株中 53 株）であり，近
畿地区における K. pneumoniae の ESBL産生比率
（2009 年，2.4％）５）より著しく高かった。その原因とし
ては今回調査したESBL産生およびプラスミド性
AmpC産生 K. pneumoniae のアウトブレイクが関与
していると考えられるが，アウトブレイク以前から当
センターにおけるESBL産生 K. pneumoniae の検出
頻度は高いことから，地域性も考えられた２０）。
当センターで検出された K. pneumoniae は CTX-
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Fig.　3.　Cluster analysis and virtual gel image from DiversiLab-generated fingerprints of the 22 K. pneumoniae strains 
tested
The virtual gel image fingerprints of samples with ＞＿98% similarity were collapsed so that one representative 
fingerprint is shown.

M-2 型と DHA型の 2つの酵素を同時に産生する株で
あり，ESBLと PABLの各産生酵素において，近畿
地区で優位に検出されている酵素型と一致した５）１３）。
ESBLと PABLを同時産生する K. pneumoniae は稀
であるが１３），アウトブレイクも報告されている２１）～２３）。
A病棟から分離された 2株（菌株 1と 16）は anti-
biogramと rep-PCR type（タイプ a）が同一であり同
一診療科から分離され，施設内拡散の可能性が示唆さ
れた。B病棟から分離された 18 株（菌株 2，3，5，6，
7，8，9，10，11，12，13，14，15，17，18，20，21，
および 22）は，rep-PCR type で 4 つに分類された（タ
イプ a，b，c，および d）。しかし，菌株 5と菌株 17
は rep-PCR type ではタイプ aと dであったが，他の
タイプ a，dの菌株とは antibiogramがそれぞれ異なっ
た。よって，B病棟から検出された菌株は 6つのクロー
ンに分類された。結果として，B病棟から複数株検出
された同一クローン株は，タイプ aの 2株（菌株 15
と 22）とタイプ cの 7株（菌株 3，10，11，13，18，
20，および 21），そして，タイプ dの 6株（菌株 2，
6，7，8，9，および 14）であった。したがって，多
くの株が検出されたB病棟ではタイプ aとタイプ c

およびタイプ dの 3つのクローン株による施設内拡
散が明らかとなった。タイプ cは C病棟と外来（菌
株 4と 19），タイプ dはA病棟（菌株 1と 16）から
も検出されていたので，検出時より過去に遡ってB
病棟への入出を調査した。患者 16 は 2007 年 11 月 12
日から 12 月 4 日までB病棟での入院歴があった。し
かし，残りの患者にはB病棟への入院歴はなく，B
病棟との因果関係は不明であった。今回，CTX-M-9
型と DHA型を同時産生する K. pneumoniae が 6 ク
ローンに分類されたのは，おそらく接合伝達によるプ
ラスミドの伝播またはトランスポゾンを介した耐性遺
伝子の伝播によると考えられた。また，今回の調査で
はESBL確認試験により，ESBL産生菌と判断された
株に対し，ボロン酸添加試験とHodge テストを行い
AmpC産生を確認した。しかしAmpCを多量に産生
する株では，AmpCによりCVAの阻害がマスクされ
る場合がある。よって本研究ではESBLおよび PABL
同時産生株の中で，AmpCを多く産生する株を見逃
している可能性が考えられた。
また，imipenemのMICが 2 μg�ml と軽度上昇し
ている株が 5株存在した。これら 5株についてmero-
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penemディスクを用いたmodified Hodge テストを実
施したが陰性であった（data not shown）。したがっ
て膜蛋白の欠損や減少により２４），カルバペネム系薬の
MICが上昇したと推測された。ESBLおよび PABL
同時産生株は β―ラクタム系薬以外に耐性を示す傾向
があり２１），今回の株も β―ラクタム系薬以外に同時耐
性を認め治療薬選択を狭める要因となる株であった。
当センターにおいて，セファマイシン系薬とオキサ
セフェム系薬に耐性傾向を示すESBL産生 K. pneu-
moniae の発生を検知し，同定感受性試験の結果から
ESBLおよびAmpC保有の K. pneumoniae によるア
ウトブレイクを疑い，infection control team（ICT）に
報告した。ICTは尿の回収方法の改善や手指衛生の
徹底等の感染対策を強化し，アウトブレイクは終息し
た。B病棟からの検出数が 18 株と最も多かったこと
から，感染ルートを特定するため，感染源を探ったが
特定には至らなかった（data not shown）。後日，PCR
法による β―ラクタマーゼ遺伝子の検索，anti-
biogram，およびDiversiLab によるゲノムタイピン
グ解析により，CTX-M-9 型 ESBLかつDHA型 PABL
遺伝子保有 K. pneumoniae の 3 つのクローン株によ
るアウトブレイクを証明できた。PCR法などの遺伝
子検査を行わなくとも，薬剤感受性パターンとボロン
酸添加試験やHodge テスト等のディスク法を用いる
ことで，薬剤耐性因子を推定することは可能であ
る２５）。しかしながら，本研究が示すように antibiogram
だけでは散発例と多発例を判別するのは不十分であ
り，DiversiLab などの遺伝子タイピング解析を用い
ることで，より確実な感染対策を行うことが可能であ
ると考えられた。

利益相反：申告すべき利益相反なし
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Analysis of the outbreak of Klebsiella pneumoniae producing both extended-spectrun
β-lactamase and plasmid-mediated AmpC β-lactamase in Japanese Red Cross Society

Wakayama Medical Center
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Twenty two Klebsiella pneumoniae clinical isolates resistant to various cephalosporins, cephamycins, and ox-
acephems, were identified in Japanese Red Cross Society Wakayama Medical Center between October 2007 and
November 2008. All isolates carried blaCTX-M-9 and blaDHA. Antibiogram and the DiversiLab system for DNA finger-
printing revealed that these 22 K. pneumoniae strains originated from 6 clones, and that the 3 clones were spread
in the hospital.


