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緒言

ア レクサ ンダー ・フ レミングが1929年 にアオ カ ビか らペ ニシ リンを最初 に発見 して以来、

感 染症 に対す る多 くの 「抗 生物質」が開発 され 、感染 症治療 は飛 躍的 に向上 した。一方で 、

その使用 がもた らした耐性 菌の出現は、今 日の感染症 治療 において最 も重要 な問題 とな って

い る。 また、耐性菌 の問題 は主 に病院内 にお いて 目和見感染 の原 因 となる菌種 であったが 、

近年 は市 中感 染 を発症す る菌種 において も問題 とな りつつ ある。

市 中 ・院 内で最 も汎用 され る抗菌薬 に βラクタム系薬があ り、現在 問題 となっている耐 性

菌の多 くが βラクタム系薬 に対す るもので ある。特 に、分解酵 素である β一lactamaseは これ ら

の薬剤 を高度耐性化す るために、その拡 散 は治療 を難渋化す るケース を増加 させ る と考 え ら

れ る。 よって、R-lactamase産 生菌 に対す る疫 学的 な調査は今 後の動向 を把握す るためにも重

要で ある と考 え られ る。

β一ラクタム系抗菌薬 に対す る耐性機 序 には,細 菌 の細胞壁合成 に関与す る酵 素で あるペ ニ

シ リン結合蛋 白(PBP)の 変異や外膜透過性 の変異 に よる耐性が知 られ てい るが、多 くの菌

種 、特 に腸 内細菌 にお けるR一ラクタム系薬高度耐 性の機序 はR一ラクタム系薬 を加水分解 す る

酵 素 であ る β一ラクタマーゼ が大 きな ウエイ トを 占め る。 中で も、古典 的なべ ニシ リナーゼ

(TEM、SHV遺 伝子)遺 伝子 の一部 に変異 を起 こしたextended-spectrum(3-lactamases(ESBL)

産 生菌 は、広域 β一ラクタム系薬 を加水 分解す るこ とが可能 となったclassAR一 ラクタマーゼ で

あ り、その増加 とともに世界 的に も問題 とな る多剤 耐性株(E.coliCTX-M15025:H4b2ST131)

の出現 も報告 され てい る。 また、その遺伝 子 は伝達可能 なプラス ミ ド遺伝 子上 にあるため、

耐性 遺伝子 の伝達力 も早い と考 え られ てい る。各菌種 のプラス ミ ドタイ ピングを実施す るこ

とは、ESBL産 生遺伝子 の拡散動向 を知 り得 る と考 え られ る。それ故 、ESBL産 生菌 の疫 学調

査 を検 討 した。

また,ESBL産 生菌 による感染症 に対 して有効 な抗菌薬 の基礎的検討 を実施 す ることは、感

染 症治療 に有用 であ ると考 えられ る。 交差耐性 を示 さない とされ てい る抗 菌薬 の有用性 や市

中感 染 の増加 に よる経 口抗 菌薬 の抗 菌力 を検 討す ることは、適正 な抗菌薬 治療 に貢献でき る

と考 え られ る。

本 論文 では,第 一章 に β一ラクタマーゼ に関す る概説,第 二章にSHV型ESBL産 生E.coliに

おけ る症例報告,第 三章 に血液か らのESBL産 生腸 内細菌 の検 出動 向,第 四章 にESBL産 生

菌 に対す る各種抗菌薬 の抗菌力比較,第V章 にESBL産 生菌 の疫学調査研究 にっ いて述べ る。
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第1章

R一ラ ク タマ ー ゼ に 関す る概 説

1.1p一 ラ ク タマ ー ゼ の分 類 とそ の特 徴

1.1.1p-lactamaseと は

Rラ ク タ ム系 薬 剤 が もっRラ ク タ ム環 を加 水 分 解 して

失 活 させ る酵 素 で あ る。 β一lactamaseは 分 子 構 造 に よ り

大 き く2つ に分 かれ 、セリンβ一lactamaseとmetallo(3-lactamase

に分 類 され る。 現 在 で は遺 伝 子 の塩 基 配 列 の相 同性 に 基 づ き

詳 細 に分 類 され て い る。Amblerの 分類1)で セリンβ一lactamaseは

ClassA、C、Dにmetallo(3-lactamaseはClassBに 分 類 され る。

ま た 、Bushら2)機 能 的 に分 類 し さ らに詳 細 に 分 け られ て い る。

表1に そ の 分 類 と特 徴 を示 した。

表1β ラクタマーゼ の種類

βラクタマーゼの種類 Amblerの 分類 Bahの 分類 代表的な酵素名 分解される薬剤
阻害剤

CVA 2-MP BA

セリンβラクタマーゼ

酵素の活性中心にセリン残基
をもち.eラクタム薬を分解する

過程でアシル中間体を作成し
たあと加水分解する。

A 2a PC1 B ペニシリン系薬〉セファロスポリン系薬 十

一 一

A 2b TEM-1,TEM-2,SHV-1(B) P ペニシリン系薬=セ ファロスポリン系薬 十

A 2be
1'EM-3,SHV-2,CTX-M-IS,PER-1,VEB-1

『ESBL]
P

才キシイミノセファロスポリン系薬の分解促進

(CI'X,CAZ,CI'RX,CFPM,AZT)
十

A 2M TEM-30,SI-IV-]0 P
クラブラン酸(CVA)、 スルバクタ厶(SBT)、 タゾ

バクタム(TAZ)に 耐性
一

A 2ber TEM-50 P
オキシイミノセファロスポリン系薬の分解促進お

よびσVA、SBT、TAZに 耐性
冒

A 2c PSE-1,CARB-3 P カルペニシリンの加水分解促進 十

A 2ce RTG-4 P カルペニシリン.CFPM、CPRの 加水分解促進 十

A 2e CepA P
セファロスポリン系を分解CVAに よる阻害を受

けるがAZTに よる阻害は受けない
十

A 2f KPC-2(P),-MI-1(C),SMELCC) B
カルバペネム系薬、オキシイミノセファロスポリ
ン系薬、セファマイシン系藁の加水分解促進

不定

C 1
E.cofiAmpC(B)y99(C),ACT-1(P),CMI-2

(P),pox匿1(P)細 し1(P)
B

ベンジルペニシリンくセファロスポリン系藁。セ

ファマイシン系薬も分解
冒 F 十

C le GCI,CMY-37 C
CAZお よび他のオキシイミノセファロスポリンの

分解促進

D za oxn-i,oxn-io P クロキサシリン.才キサシリンの加水分解促進

不定 璽 一

D ?de oxn-u,oxn-is P
クロキサシリン、オキサシリン、才キシイミノセ
ファ囗スポリン系薬の加水分解促進

メタロβラクタマーゼ

酵素の活性中心に亜鉛を持
ち、亜鉛に結合した不安定状
態の水分子がβラクタ厶薬を加

水分解する

B(サ ブクラス

B1,B3)
3a IMP-1,V-M-1,CcrA,-ND-1,LI,CAU-1,NDM-1 P

カルバペネム系薬を含む広い基質特異性を有
するが、モノバクタム系は分解せず

一 十 ,

B(サ ブクラス

B2)
3b CphA,Sfh-1 C カルバペネ厶系薬をよく加水分解

※B:bothchromosomalandplannuac:伽u田osomalP:plasmid
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1.1.2ClassAβ 一lactamase(penicilinase)

ペ ニ シ リナ ー ゼ と呼 ばれ 、ペ ニ シ リン系 を分 解 す る特 徴 を示 す 。 ク ラブ ラン 酸 や ス ル バ ク タ

ム とい っ た β一lactamase阻 害剤 で 酵 素 活 性 が 阻 害 され る。産 生 遺伝 子 は染 色 体 性 とプ ラス ミ ド

性 が あ る。前 者 はLEN-1やKOXYと い っ た もの で あ り、Klebsiellaspp.は こ の遺 伝 子 を持 って

お りペ ニ シ リ ン系 に は 自然 耐性 で あ る。 後 者 はTEMやSHVと い っ た タイ プ の もの で あ り、

この遺 伝 子 が変 異 して で き た の がESBLで あ る。3)

1.1.3ESBLと は

広 い範 囲 のR一 ラ ク タ ム薬 を分 解 す る とい う意 味 か ら 「Extended-spectrum(3-lactamase」 と表 記 さ

れ,「ESBL」 と略 記 され る よ うに な った 。 そ の後 の研 究 か ら、 これ らは、 主 に プ ラ ス ミ ド依

存 性 のTEM-1やTEM-2,あ る い はSHV-1と 呼 ばれ るペ ニ シ リナ ー ゼ の ア ミ ノ酸 配 列 の一 部

が変 異 した新 型 の(3-lactamaseを 産 生 して い る こ とが 明 らか とな っ た3)。ESBLはAmblerの

分 類 で はclassAま た はclassDの 属 す る酵 素 群 で あ りclassBやclassCに 属 す る も の は含 ま な い。

そ の特 徴 は オ キ シ イ ミノ系や モ ノバ ク タ ム系 のRラ ク タ ム剤 を効 率 よ く分 解 し ,そ の 酵 素 活

性 は β一lactamase阻 害 剤 に よっ て 阻 害 を受 け る。 ま た、classCと の違 い はESBLの 揚 合 セ フ ァ

マ イ シ ン系 のRラ ク タ ム薬 を分 解 で き な い とい う点 で あ る。 欧 米 で はSHV型,TEM型 とい っ

た 遺伝 子 タイ プ の報 告 が多 い の に対 し、本 邦 で はCTX-M型 とい っ た タイ プ の報 告 が 多 く,検

出 され るESBLの 分 離 状 況 が欧 米 とは大 き く異 な る と考 え られ る4)。SHV型,TEM型 はCTX

のMICが 比 較 的 低 い がCAZに 対 して は高 い の に 対 し,CTX-M型 はCTXのMICが 高 く ,CAZ

に対 して は低 く欧米 で 見 られ る タイ プ とは 異 な る。 ま た 、 プ ラス ミ ド性 で あ る た め に全 て の

グ ラ ム 陰性 菌(E.coliやKlebsiellaspp.以 外 に も)に 伝 播 す る こ とを忘 れ て は な らな い。

1.1.4ClassB∬-1actamase(meta皿op-lactamase)

カ ル バ ペ ネ マ ー ゼ と呼 ばれ 、 モ ノバ ク タ ム系 薬 を 除 くRラ ク タ ム薬 を分 解 す る特 徴 を示 す 。

他 の β一lactamaseと 違 い 活 性 中 心 に 亜 鉛 を 持 つ 。 ク ラ ブ ラ ン酸 や ス ル バ ク タ ム とい っ た

R-lactamase阻 害剤 で は酵 素 活 性 が阻 害 され ず 、EDTAや メル カ プ ト化 合 物 で 阻 害 され る5)。 産

生 遺 伝 子 は染 色 体 性 とプ ラ ス ミ ド性 が あ り、染 色 体性 に獲 得 して い る菌 種 は 、 カル バ ペ ネ ム

系薬 剤 に 自然 耐 性 とな る。 プ ラス ミ ド性 に はIMP-1の やVIM-2η とい った 遺伝 子 タイ プ の も

の が あ る が 、耐 性 パ タ ー ンは ほ ぼ 同様 と考 え られ る。
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1.LsClassCβ 一lactamase(cephalosporinase)

セ ファロスポ リナーゼ と呼 ばれ、ペニ シ リン系お よびセ フェム系 を分解す る。AmpCと 呼 ば

れ る遺伝 子 によ り制御 されてい る。セ フェム系薬剤 は酵素の産生量 によってMIC値 が左 右 さ

れ るが、第4世 代 セフ ェム(CFPMやCZOP)は 分解 されに くい。クラブラン酸 では阻害 され

ないが、 スルバ クタムや タゾバ クタムで は阻害 され る。産生遺伝子 は染 色体性 とプ ラス ミ ド

性 があ り、Klebsiellaspp.やP.mirabilis以 外 の腸 内細菌や緑膿菌 は染色 体上 に遺伝子 を持 って

い る。プ ラス ミ ド上 に存在す るもの も確認 されてお り8)、特 にKlebsiellaspp.で はESBLが 確

認 されずセ フ ェム系薬剤 に耐性 を示 した場合 には疑 う必要が ある。

1.1.6ClassDβ 一lactamase

プ ラス ミ ド上 に存在 しClassAと 類 似 して い るが 、オ キサ シ リン を分 解 す る点 が 大 き く異 な る。

OXA-2、10、11な どがESBLに 含 まれ る。ま た 、カ ル バペ ネ ム系 を分解 す るOXA23、OXA24

な どが報 告 され て い る。

1.2ES肌 検 出 法

1.2.1CLSI検 出法

①方法

デ ィス ク拡散法 と微量液体希釈法 を用いた検 出法が ある。E.coli、Klebsiellaspp.、P.milabilis

についてのみ適応 され る。 下記表 に従 い判 定基準 を満 たせ ばESBLと い うこ とになる。 しか

し、cephalosporinaseを 同時 に産 生 して い る株 で は陰性 となるた め注意 が必要で あ る。CLSI

に準拠 したデ ィス クが栄研 化学か ら発 売 されてい る。E-testに も同様 の試薬 が存在す る。

表2CLSIに おけるESBL産 生菌の検出方法

培地 MHA CAMHB

培養 条件 、時間 35±2°C、16-18時 間 、好 気 培養 35±2°C、16-20時 間、好 気培 養

E.coli,K.pneumoniae,K.oxytoca E.coli,K.pneumoniae,K.oxytoca

CPDX(10ｵg) ≦17㎜ あるいは CPDX:≧8F疹 血1あるいは

CAZ(30ｵg) ≦22m皿 あるいは CAZ:≧2μ9匠 血鵬 し、iま

AZT(30ｵg) ≦27mmあ るいは AZT:≧2μg差 血騰 るいは

スク リーニング基 準
CTX(30ｵg)

CTRX(30ｵg)

:≦27mmあ るいは

25mm

CTX;≧2μ9託 磁 〉るレ、}ま

CTRX:≧2ｵg/血1

P.mirabilis P.mirabilis

CPDX(10ｵg):≦22㎜ 踊 いは CPDX:≧2ｵg/mlあ るいは

CAZ(30ｵg):≦22mmteaい は CAZ:≧2从g〆hi断 レ、}ま

CTX(30μg):≦27㎜ 踊 いは CTX:?2ｵg/ail

CAZ(30ｵg)とCAZ/CVA(30/10ｵg) CAZ(().25-128ｵg/mi)とCAZ〆CVA(0.25/4-128/4ｵg/mi)

確認試験
CTX(30ｵg)とCTX/CVA(30/10ｵg) CTX(0,25-64μg差ihDとCTX/CVA(α25146414Fg伽D

上記薬剤の阻止円径を測定し、CAZま たはCTX単 独の阻 上記薬剤のM1C値 より、CAZま たはCTX単 独のMIC値 と比較し

判定 止 円径と比較してクラブラン酸(CVA)の 添加で5㎜ 以上の てクラブラン酸(CVA)の 添加で3管 以上のM-C値 の低 下が認め

阻止円径拡大が認められればESBLと 判定する。 られれ ばESBLと 判定する。

羂度管理株 E.coliATCC25922K.pneumoniaeATCC700603

・P.nゴrabi酌は臨床的に関連性がある場合に実施(例:菌 血症など)
脚注(一 部省略) ・クラブラン酸含有Diskは 、クラブラン酸1000ｵgJmlを作成し、その10μ1をCAZお よびCTXに 塗布することで作成可能。
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【結果解釈 】

判定結果 は表2に 示 した通 りで 、基準 を満 たせばESBLと なる。ESBLと 判 定 された場合 に

は、ペ ニシ リン系、セ ファロスポ リン系、モ ノバ クタム系は耐性 として報告す る。オ キサセ

フェム系やセ ファマイ シン系は感受性が ある場合 は臨床効果 が期待で きる。

1.2.2そ の他 の検 出法1:栄 研 デ ィス ク法

厚 さ4㎜ の ミ广 ラー ヒン トン寒天培地 にMm.5菌 液 を塗布後、それ ぞれ のデ ィスクを置

き35℃16-18日 繝 後 に判定す る。黒地 をバ ックに反射 光を用 いて測 定 し、阻止 円が5㎜ 以上

拡大すれ ばESBLと 判定す る。

ESBL産 生E.coli

CTXお よびCPDXで 、CVA添 加 で阻止 円が5㎜ 以上

拡大 してい ることが確認 できる。1薬 剤 で も阻止 円が

拡大す れ ばESBL産 生株 と判定す る

CVAclavulanicacid;CPDX,cefpodoxime

1.2.3そ の他 の検 出 法2:1)oubleDiskSynergyTest(1)DST)法9)

CLSI法 で 使 用 され て い る薬 剤 に 、cephalospo血aseに 比 較 的 安 定 な 第4世 代 セ フ ェ ム

(cefepime,cefpirome,cefozoprum)とCVAと のDoubleDisk法 を実 施 し、阻止 帯 の形 成 を確 認

す る試 験 で あ る。E.coli、Klebsiellaspp.、P.milabilis以 外 の腸 内細 菌 か らもESBL産 生 の有 無

を確 認 す る こ とが 可能 で あ る。

① 方法

1)CLSIのDisk法 に準 じて 菌 液 を塗 布 し、 右 の 図 の よ うに

Diskを 配 置 す る。xxxの 部 分 はE.coli、Klebsiellaspp.

P.milabilisはcefpodoxime(CPDX)を 、そ の他 の腸 内細 菌

はcefpirome(CPR)を 置 く。

2)Diskの 距 離 は2.0～2.Scm

3)37℃ 、16.18時 間 培 養
CVA/AMPC:clavulanicacid/am°xicillin

CTX:cefotaxime,CAZ:ceftazidime

CFPM:cefepime,

XXX:cefpiromeorcefpodoxime
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② 結果解釈

いずれ かに阻止帯が形成 されれ ばESBL産 生株 と判 定。矢印の部分が阻止帯 の形成 され た

部分 であ り(XXXはCPR)、ESBL産 生株 と判 定す る。一番右のプ レー トはCTX、CAZで は阻

止帯 が形成 されていないた め、CLSI法 では陰性 と判定 され る株 で ある。

③Disk距 離 に よ る 阻止 帯 の違 い

TZELEPIら の報 告10)で は、Disk距 離 を2.Ocmと3.Ocmで 比 較 して い る。 距 離 が長 い と検 出

で き な い ケ ー ス が あ るた め 注 意 が必 要 で あ る。

ESBL産 生E.cloacae

AlはDisk距 離 が3.Ocm、A2は2.Ocln

Alは 阻 止 帯 が 確 認 し難 い が 、A2で はFEP,CPO,AZTで

阻 止 帯 の 確 認 が 可 能 で あ る 。

AMC,amoxicillinclavulanate;

CAZ,ceftazidime;CTX,cefotaxime;CRO,ce$riaxone;

1.3ESBL産 生菌の世界的な検出と問題

ESBL産 生菌が発 見 され た当初 は、欧米 を中心に高い検 出率が見 られ 、特K.pneumoniaeに

よる重症院 内肺炎 が問題 で あった。 その遺伝 子型 もTEMやSHVと い ったいわゆ る欧米型 と

いわれ る型 の報告例 が多 く存在 した。 一方 、 日本ではTOHO型(現 在 のCTX-M型)と い わ

れ るESBL産 生菌 が報告 され 、遺伝子型 の分布 において も欧米 と日本 では相違 があった。現
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在 で は 、欧 米 にお い て も外 来 患者 由来E.coliを 中心 にCTX-M型 が 多 く報 告 され る よ うに な

っ て い る。近 年 、ESBL産 生 菌 に よ る感 染 症 は世 界 的 に も増 加 傾 向 に あ り、大 規 模 サ ー ベ ラ ン

ス の結 果 か ら、E.coliの10%、K .pneumoniaeの17%がESBL産 生菌 で あ った と報 告 され てい

る。 日本 に お けるESBL産 生 菌 の検 出 率 はE.coliやP.rnirabilisは 高 い が 、K.pneumoniaeは 現

状 で は低 く、世界 的 な 動 向 とは若 干 異 な る と考 え られ る。一 方 で 、特 定 の ク ロー ンCTX-M-15

025:H4STI31型E.coliが 世 界 的 に拡 散 して い る とい う報 告 もあ り11)、これ らの 動 向 を 日本 に

お い て も調 査 す る必 要 が あ る と考 え られ る。

m

ノ

HawkeyPM,JonesAMJ.Antimicrob.Chemother.2009;64:13-110

0TheAuthor2009.PublishedbyOxfordUniversityPressonbehalfoftheBritishSocietyfor

AntimicrobialChemotherapy.Allrightsreserved.ForPermissions,pleasea-mail:

joumals.permissions@oxfordjoumals.org
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第2章

日本 に お け るSHV型ESBL産 生E5c乃87∫c肋co〃 に よ る

感 染 症 例 の発 見

2.1目 的

EscherichiacoliやKlebsiellapneumoniaeは 従 来 よ りセ フ ォ タ キ シ ム(CTX)や セ フ タジ

ジ ム(CAZ)な どの オ キ シイ ミ ノ系セ フェ ム薬(い わ ゆ る第 三世 代 セ フ ェ ム薬)に 高 い感 受性

を示 す。 しか し、1980年 代 か ら欧 米 を 中心 に これ らの薬 剤 に耐 性 を獲 得 したE.coliやK.

pneumoniaeな どが 出現 し1)、 これ らに よ る院 内感 染 症 や 術 後 感 染 症 が 大 き な問題 とな って い

る2,3'4)。 これ らの耐 性 株 の産 生 す る β一ラ ク タマ ー ゼ は、 広 い 範 囲 のR一 ラ ク タ ム薬 を分 解 す る

とい う意 味 か ら 「Extended-spectrum(3-lactamase」 と表 記 され 、 「ESBL」 と略記 され る よ うに な

った5)。 そ の後 の研 究 か ら、 これ らは 、主 に プ ラス ミ ド依 存 性 のTEM-1やTEM-2、 あ る い は

SHV-1と 呼 ば れ るペ ニ シ リナ ー ゼ の ア ミノ酸配 列 の一 部 が変 異 した新 型 のR一 ラ ク タマ ー ゼ を

産 生 して い る こ とが 明 らか とな った6)。 近 年 、我 が 国 に お い て も 「ESBL産 生 菌 」の分 離 が 報

告 され る よ うに な っ たz8)。 しか し、 日本 で検 出 され るR一 ラ ク タマ ー ゼ はToho-1型9,10)が 主

で あ り、 欧 米 で 見 られ るTEM一 由来 やSHV一 由来ESBL産 生 菌 に よ る感 染 症 は、 これ ま で 報 告

され てい な い。 今 回 、直 腸 腫 瘍 切 除術 後 にSHV一 由来ESBL産 生E.coliが 関与 した と考 え ら

れ る術 後 腹 腔 内感 染 症 の症 例 を経 験 、細 菌 学 的及 び 遺 伝 子 学 的解 析 を行 っ た。

2.2対 象 と方 法

2.2.1対 象

以下の症例 よ り検 出 されたCAZ耐 性E.coliに っ いて細菌学 的及 び遺伝子 学的解析 を行 った。

症例:62歳 女性

既往歴:虫 垂炎 、高血圧 、左 白内障

現病歴:平 成10年12月 頃か ら下血 を 自覚す るも放 置。平成11年3月 検診 にて便潜血 陽性 と

な り近 医受診後 、当院受診 とな り、直腸腫瘍 と診断 され る。3月25日 腫瘍切 除術施行。全 身

状態 もよ く歩行 も可能 ではあった。感染症予 防 としてCTMが 投与 され たが、発熱,CRP増
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加 等 の炎症反応 が出現 し、その後、術創 部の縫合不全 が発生 し炎症反応 も改善 されなか った

た めCZOPに 変 更 され たが、著明な感染症状 の改善は認 め られ なかった。 また同時に ドレナ

ー ジも施行 され
、悪臭 を伴 った排膿 があった。3月28日 には腹膜炎 を併発 し、3.月29日 、術

創 部 に膿瘍形成 がみ られ たた め、膿培養 検査 を行 った。 グラム染色像 は多数 のグラム陰性桿

菌及び グラム陽 陸球菌 と白血球 による貪食 像が認 め られ、培養 ではE.coli、Bacteroidesfi°agilis

及びPeptostreptococcusspp.が 検 出 された。 また、便培養 か らもCAZ耐 性E601'が 分離 され

た。

術後検査所見:CRP23.Omg!m1と 著名 に上昇 し、白血球数はll,300/ｵ1と 高値 を示 した。凝 固

系検査及 び生化学検査 はいずれ も基準値範囲 内であった。 以上の検 査結果 よ り細菌性 の術後

腹腔 内膿瘍及び腹膜炎 が考 え られ た。

治療経過:ド レナ ージに よる排膿 によ り炎症 症状 も改 善 され たため、CZOPは 投与5日 目で

中止 され た。 その後 、強酸性水 に よる数回の ドレナー ジ洗浄 を行い、 白血球数、CRPも 減少

した。炎症症状 も改善 したた め4月15日 には人工肛 門造設術 が施行 された。その際 白血球数 、

CRPが 増加 したた めCZOPが 投与 されたが、感染 症 を疑 うよ うな症状はな く経過 は良好 であ

った。 経 口摂 取 も良好 で全 身状態 も良 く、5月24日 退 院 とな り現在 は外 来通院 中であ る。

(Figユ)

MarchApril

25262728293031123

CTMigx21day

BT(℃)

40

CZOPlgx2/day

39

38

37

36

35

WBC(ノ ㎜3)
・ ・!/・II

80001030011300860066007500

4.5918.9 23.0 19.59204.80

个
PusCulture

・Escerichiaco躍 在Hヲ

ーBacteroidesjragilis<++十 丿

一Peptostreptococcusspp(+++)

FiglClinicalcourse
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2.2.2細 菌 学的検 査

腹腔 内 の膿瘍 か ら、定法 によ り菌 の分 離 ・培養 と同定 を行 った。 また薬剤感 受性試験 はセ

ンシデ ィス ク法(BBL)を 使用 し、ESBLが 疑 われ たため、微 量液体希釈法(Microscanパ ネ

ル:DAREBEHR-NG社 を使 用)を 行 った。 さらに、CAZ耐 性 の分離菌 につ いて、β一ラクタマ

ーゼ阻害剤(ク ラブ ラン酸:CVA)を 含むACV -KBdiskとCAZ-KBdiskを 用いたDouble-Disk

試験 を行 った。 一方、E.coliCSH2を 受容 菌 と して、定法 によ りCAZ耐 性 の親株 か らプ ラ

ス ミ ドの接合伝達試験 を行 った。

2.2.3PCR解 析の方法

CVAに よる阻害現象 が観 察 され るクラスAβ 一ラクタマーゼ ーは数種類 に分 け られ るた め、

本分離菌 が産生す るR一 ラクタマーゼ の遺伝子型 を特定す るため、TEM一 由来ESBL遺 伝子、

SHV一 由来ESBL遺 伝子 、MEN-1型R一 ラクタマーゼ遺伝子、Toho-1型 β一ラクタマーゼ遺伝子

に特異 的なPCRプ ライ マーを用 いてPCR解 析 を実施 した。用いたPCRプ ライ マー とPCR反

応条件 をTable.1に 示す。

TablelPCRp血lersandcyc]lingparameterusedforamplification

P血er Sequence cyclingparameter

TEM

SHV

Toho-1

MEN-1

5'-CCCTGTCGCCCTTATTCC-3'

5冒一AGGCACCTATCTCAGCGA-3,

5'-ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC-3'

5'-TTTATGGCGTTACCTTTTGACC-3'

5'-ACGCTACCCCTGCTATTT-3'

5'-CCTTTCCGCCTTCTGCTC-3'

5'-CGGTGCTGAAGAAAAAGTG-3'

5'-TACCCAGCGTCAGATTAC-3'

94°C2min

1

94°Clxnm

55°Clmin

72°C1.Smin

(30cycle)

1

70°C5m血

2.2.4シ ー クエ ン ス解 析 の 方 法

blaSHV遺 伝 子 の 開始 コ ドン(ArG)の 上 流 と終 始 コ ドン(TAA)の 下流 に1対 のPCRプ ライ マ

ー を設 定 し、構 造 遺伝 子 全 体 を含 む 領 域 をPCR法 に よ り増 幅 した 。 増 幅 され たDNAフ ラ グ

メ ン トに 対 し、6本 の シー ケ ンス解 析 用PCRプ ライ マ ー を用 い てdye-terminator法 に よ り塩

基 配 列 を決 定 した。シー ク エ ンス解 析 はABI社 のPRISMTM377XLDNASequencingSystemを

用 い た 。 使 用 した プ ライ マ ー セ ッ トはSI:5'-ArTTGTCGCTTCTTTACTCGC-3'、

S2:5'-TTTATGGCGTTACCTTTGACC-3'、S3:5'-GCGGGTGGArGCCGGGTG-3'、S4:
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5'-CGGCGGGCTGGTTTATCG-3'SS5'-GTCGGCAAGGTGTTTTTC-3'S6

5'-GTCGGCAAGGTGTTTTTC-3'を 使 用 し た 。

2.3結 果

2.3.1細 菌 学 的 検 査

膿 瘍 内容 物 か らE.coliな どが検 出 され た。E.coliの センシデ ィスク法 で の 阻止 円はCAZ15mm(1),

CTX22mm(1),AZT15㎜(R),CZOP20㎜(S)で あ り、ESBLが 疑 われ た 。 微 量 液 体

希 釈 法 で のMIC値 はABPC>16,CEZ>16,CTM16,CTX32,CAZ>16,CMZ〈4,AZT>16,IPM

<1,CPZ/SBTく16,CPR<8,CZOP<8で あ っ た(Table2)。Double-Disk法 の 結 果 、CAZ-diskと

ACV-diskと の 間 に発 育 阻 止 帯 の拡 大 が観 察 され た(Fig.2)。 以 上 の 結 果 よ りNccLsのEsBL

産 生 菌 の判 定 基 準 を満 た した た め 、ESBL産 生菌 で あ る こ とが 強 く示 唆 され た。 ま た 、同 一 患

者 の 便 か らも 同様 の耐 性 パ タ ー ンを示 すE.coliが 検 出 され た。 一 方 、接 合 伝 達 試 験 で は ドナ

ー と同 じCAZに 対 す る耐 性 度 を示 す 接 合 体 が 得 られ た た め
、耐 性 遺 伝 子 は伝 達 性 プ ラ ス ミ ド

依 存性 で あ る こ とが 確 認 され た(Table2、Fig3)。

DistortionofgrowthinhibitoryzonesbyClavranicacid

Pus-derivedStool-derived

Fig2Double-disktestofCAZ-resista皿tE.colistrains,CAZ:ceftazidime,

ACV:clavulanicacid/amoxicillin,CTX:cefotaxime,S/A:sulbactam/ampicillin

LMOX:latamoxef,CPR:cefpirome,CMNX:cefminox,S/C:sulbactam/cefoperazone
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TabletAntbioticsusceptbi7itiesofEscherichiacoliclinicaliso]ate

andtransconjugant

A B

MIC(ｵg/ml)

antibiotic E.coli

clinicalisolate

E.coli
transcOI甲ga且tCSH

-2

transferredR-plasmid

ResponsibleforESBL

production

Ampic血

Cefazo】 血

Cefotiam

Cefotaxnne

Ceftazidune

Ce恥ome

Cefinetawle

Aztreonam

Imipenem

SBT/Cefoperawne

Cefozopran

>16

>i6

16

32

>16

<g

<4

>16

≦1

×16

<g

<2

≦4

cg

cg

<2

<g

≦4

<g

<1

×16

>16

>i6

16

>32

>16

<g

≦4

>16

<1

×16

chromosomalDNA

asmallplasmidcarried

byparentstrain

2.3.2PCR解 析結果

::来ESBLに 特異的 なプライマー を

用 いた場合 にのみ陽性結果が得 られた(Fig.5)。
Fig3LargeplasmidDNAfromE.coliisolateand

transconjugant.A:parentstrainB:transconjugant

2.3.3シ ー クエ ン ス解 析 結 果

両方 向 の シー クエ ン ス解 析 の 結 果 、 β一ラ ク タマ ー ゼ 遺 伝 子 の コー デ ィ ン グ領 域 は 、 ス イ ス

で 分離 され たK.pneu〃20niaeか ら発 見 され たSHV-5-2a(-SHV-12)の 遺 伝 子(EMBLaccessionNo.

X98105)と 全 く同一 の塩 基 配 列 を示 し、今 回 分 離 され たCAZ耐 性 のE.coliは 、SHV一 型ESBL

産 生 菌 で あ る こ とが確 定 した(Fig.6)。

SHVToho-1TEMMEN-1

MNCPC1301591fiOPC130159160NCPC120159160PC120159160M

4

t

lganayslsoproucegene・ ・1gesewlan

PC,eachpositivecontrolstrain120,159,160,CAZ-resistantE.coliclinicalisolates.
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2.4考 察

1980年 代以 降、各種の 「第3世 代セ フェム系薬」 が発売 され臨床で使 用 されて きた。その結

果 、腸 内細菌科 に属す るK.pneumoniaeな どの グラム陰性桿菌 による感 染症が減少 した よ うに

思 われ る場 面 も1980年 代 の一 時期見 られた。 しか し、ESBL産 生菌は1983年 のKnotheら の

報 告1)以 後、ESBLを 産生す るE.coliやK.pneumoniaeに よる院 内感 染や術後感染症が欧米各

国や発 展途 上国を含 めて世界各地 か ら報告 され るよ うになった。最近では、ESBLを 産生す る

E.coliやK.pneumoniaeな どによる施設内のoutbreakが しば しば報告 されu)、 特 に欧米の医療

現 場で深刻 な問題 となってい る。 また、欧米 と類 似 した抗菌薬治療 のプ ロ トコル を採用 して

い る台湾、韓 国な どでも、以前か らTEM一 型やSHV一 型ESBL産 生菌 が報告 され ている12,13)が、

これ らの国々 と人や物資 の交流 の多 い我が 国において このタイ プのESBLが これまで確認 さ

れ て こなか った理 由は定かで はない。 しか し、我 が 国において は、以前 か らセ フ ァマイ シ ン

や カル バペネムが第 一線薬剤(firstline(㎞gs)と して多用 されて きたた め、 これ らの薬剤 に感

受性 を示す 「ESBL産 生菌」の増加 が抑 え られ てきた とも考 えられ てい る。本症例 では、腹 部

膿 瘍か らSHV一 型ESBL(sxvs-2a=SHV-12)産 生菌が分離 され た。 このタイプのESBL産 生

菌 は黒川 らが既 に報告 している 即5)が 、感 染症の症例報告 として は今回が国内で最初 の もの

と考 え られ る。

国内で も数年 前か ら 「ESBL産 生菌」の分離報告や 院内感染 の症例報告がみ られ るよ うにな

ってい る。 しか し、それ らは、Toho-1タ イプの β一ラクタマーゼ産生菌で あ り、欧米で問題 と

なってい るTEM型 やSHV型 のESBL産 生菌 は1998年 まで確認 され てお らず 、また、なぜ 国

内で はCTXに よ り高い耐 性を示すToho-1型R一 ラクタマーゼ産生菌が主流 なのか不 明である。

MRSAやIMP-1型 メタローβ一ラクタマーゼ産生菌の増加 を防 ぐた め、一部 の医療機 関ではカル

バ ペネ ムな どの使用 を慎重 にす る動 きも見 られ るた め、今後 、国 内で もToho-1型R一 ラクタマ

ーゼ に加 えTEM型
、SHV型 のESBL産 生菌 の増加 が懸念 され るため、細菌検査の現場で は

一層 の注意 を払 う事が求 め られてい る
。

今 回の症例 では患者 の便か らも同一のESBL産 生菌が分離 され たため院 内感染の危 険性 が

有 り、同室 患者 の便 、尿 、その他外部 との接触 があ るよ うな処置部 の検体 を用いて調査 した。

その結果 、E.coliとK.pneumoniaeに ついて はESBL産 生 を疑 うよ うな菌 は幸 いにも検 出 され

なか った。今 回、ESBL産 生菌に よる感染症 である ことが早期 に判定 され、直 ちに感 染対策 を

講 じる こ とができたために蔓延 を防 ぐこ とが可能 であった と考 え られ る。ESBL産 生菌は、腸

内細菌 で あ り、便か ら検 出 され るケース も多 いが、その よ うな場合 、常在 菌 と して扱 われ、
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感受性試 験 が行 われない こ とが多い。 その結果、院内感 染対策 が遅れ 、院内環 境の広範 な汚

染 を許 して しま う恐れが あ り、特 にICUや 血液疾患治療ユニ ッ ト、移植 ユ ニ ッ トな どでは こ

れ らを見過 ごす 事な く早期 検 出に心 がけ る事が重 要 となっている。 欧米 では長 期入院患者や

ICUの 患者 で分離率が高 く、1994年 のICU由 来肺炎桿菌 の ヨー ロッパ でのサーベ ランスでは

全体で28.6%がESBL産 生菌で あった と報告 され てお り16)、今後、我が 国で もESBL産 生菌

の早期検 出に加 え抗菌薬 の選択や投与方法 に細 心の注意 が求 め られ る事 になろ う。

薬剤感 受性試験 の結果 につい てはToho-1型 はCTXに 対 して比較 的耐性 が高い8,9)が、本 菌

はCTXよ りもむ しろCAZに 対 して高度耐 性を示 した。CTX-1(=TEM-3)産 生菌 はToho-1産

生菌 と同様 にCTXに 対 しよ り高い耐 性を示すが、CAZ-1(=TEM-5)産 生菌は逆 にCAZに 対 し

高い耐性 を示す な ど、 同 じESBL産 生菌で も種類 によって は耐性パ ター ンにかな りの相違 が

見 られ る。またNCCLSに よ るESBLの スク リーニ ングの新 しい基準(M100-S9,Vol19(1):75,

1999)で も、CTXやCAZな どのMIC値 が ≧2ｵgの 菌は 「ESBL産 生菌 」を疑 う必 要が ある と

してい る。 このこ とは β一ラクタマーゼ産生遺伝子型 の種類や その発現量 の違 いに よ り薬剤 に

対す る耐性 度や耐性パ ター ンがかな り異 な るため、 「ESBL産 生菌」 を一元 的に選択す る基準

が未 だ確 定 され ていない こ とを意 味 してい る。 したが って 、スク リーニ ング検査 の段 階でわ

ず かなMIC値 の上昇や 阻止 円の縮小 を無視 した り見逃 す こ とな く細 心の注意 を払 うことが

ESBL産 生菌の検 出や分離 に重要 と考 え られ る。一方 、R一ラクタマーゼ産生 の検 出方法 として

P/Cア ーゼテ ス ト(昭 和薬 品加 工)が あ るが、本 菌で は非 常に反応 が弱 く判定 が困難 で あっ

た。 これ はR一 ラクタマーゼの基質特異 性や産生量 に起 因す る と考 え られ 、ESBL産 生菌 の検

出や判 定 には様 々な視点か らの総合 的な判 断が必要 となってい る。

本症例 では術後 にCTM及 びCZOPの 投与 によ り感染症症 状が あま り改善 され なかった。こ

の ことは本 感染症 にESBL産 生E.coliが 起炎菌 の1っ として関与 していた こ とを強 く示 唆

してい る。また 、B.fragilisも 同時 に検 出 されてお り典型 的な腹腔 内感染症 で あった。腹腔 内

感染症 に関す る発症論 につ いて中山 らは二相性感染 とい う概 念 を提唱 してい る17)。 これ はま

ず好気性 菌 に よる感染 が あ り感染組織 内あ るいは感 染巣 の酸化 還元電位 が低 下す るこ とに よ

り、嫌気性菌 の感 染が加 わ り二相性感 染が成立す る とい う考 えであ る。この よ うな場合 、ESBL

産生菌 の混合感染 によ り産生 され る基質拡 張型 β一ラクタマー ゼ によ り感染 巣 において 「第 三

世代セ フ ェムJが 分解 され 、ESBL産 生菌 のみ な らず嫌気性 菌な ど混在す る感受性菌 に対 し

十分 な抗 菌力 が得 られ な くな る恐れ があ ると言われてい る。 したが って、今後 この よ うな耐

性菌 が増加 した場合 、それ らを念頭 においた抗生剤 の選択 と使 用が重要 になって くるであ ろ
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う。事実、本症例 で使用 され たCTMやCZOPが この よ うな理 由で嫌気性 菌に対 し抗 菌活性 が

十分 に発揮 されなかった可能性 が ある

本症例 で検 出 され たE.coliはSHV-12産 生菌 であ り、欧米で問題 とな ってい るの と同 じ、

SHV一型ESBL産 生菌 による感 染症例 の報告 としては、今回 が国内で最初 の ものである。 これ

まで、国 内ではToho-1型 のR一ラクタマーゼ を産生す るE.coliやK.pneumoniaeカa各 地か ら

分離 され ているが、今 回の症例 によ り関西地 区に もSHV型ESBLを 産生す るCAZ耐 性E.coli

が存在 す る ことが確認 された。また、隣国の韓国で も、SHV-12が 分離 されてい る18)。これ ら

の事実は 、今後 、我が 国におい て も欧米 と同様 にTEM一 型やSHV一 型ESBL産 生菌 の動 向に注

意 を払 っ て行 く必要が あるこ とを示 してい る。 しか し、ESBL産 生菌 にお ける、セ ファマイ シ

ンや カルバペネ ムのMICは 通常1ｵg/㎡ 【以 下であ り、十 分抗 菌活性 が期待で きる と考 え られ

る。 した がって、ESBL産 生菌 に よる感染症 であ るこ とに早 く気 が着 けば、適切 な治療 が可能

な症例 が多い と考 え られ る。 しか し、ESBL産 生菌以外 にAmpC過 剰 産生菌、 さらにIMP-1

型 メタ ローβ一ラクタマーゼ産生菌な ど様々 な耐性菌 が国内 に混在 してお り、それ らに対 しては、

セ フ ァマイ シンやカルバペネ ム薬 の効果 が期待 で きな い場合 も多 く、 これ らの耐性菌 を も念

頭 にお いた、薬剤感受性試験 の実施 と判定 、 さらに抗菌薬 の選択 が今後 ますます重要 となっ

て くるで あろ う。
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第3章

血液から分離 された腸内細菌科グラム陰性桿菌の

Rラ クタム薬耐性に関する解析

3.1目 的
近 年,欧 米 に お い て グ ラ ム 陰 性 桿 菌 がextendedspect㎜ β一lactamase(ESBL)や

metallo-(3‐lactamase(MBL)な ど各種 ト ラクタマーゼ を産生 し,広 域R一 ラクタム薬 に よる治

療で難渋す るケースが問題 となってい る。 また,そ れ らの耐性 菌 による院 内感染 の報告 も後

を絶 たない123)。 本邦 にお いて もさま ざまな耐 陸菌 による感染症の報告例が増加 し4,5),そ れ

らに よる院内感染 の増加 が懸念 され ている ㊧。また,腸 内細菌科の薬剤 耐性化 は術後感 染症

や敗血症 の治療 に大きな影響 をお よぼす と考 え られ る。EscherichiacoliやKlebsiellaspp.に

関す る報告 はNationalCommitteeforClinicalLaboratoryStandard(NCCLS)が 提案 したESBL

検 出方 法8)を 採用 し検 出が比較 的容易 なた めに本邦での報告 も増 え,実 態 も明 らか にな り

つつ ある。ESBL産 生遺伝 子はプ ラス ミ ド上 に存在す るた め他の腸 内細菌 が獲得 してい る可

能 陸も多い。 しか し,E.coli,Klebsiellapneumoniae以 外 の腸 内細菌 につい ては報告 も少 な く

9),分 離状 況や背景の調 査が急がれ るところであ る。また,MBL産 生菌 につ いては,目 本 で

は欧米に比較 してカルバペネ ム系薬 の使用 ケースが多 いためか耐性 菌検 出の報告 も多い10,11)。

今 回,1991年 か ら2000年 の10年 間に血液培養 か ら分離 された腸 内細菌 について薬剤感 受

性,ESBLお よびMBL産 生菌 の検 出状況,耐 性遺伝子 の有無や染色体DNAの 遺伝 学的疫学

解析,臨 床 背景 の調査 を行 った。

3.2対 象 と方 法

3.2.1対 象

1991年 ～2000年 の10年 間に血液培養 か ら分離 され た腸 内細菌科329株 を試 験対象菌株

として用い,年 次 ごとの検 出率な どを解析 した。 同定 はVITEKGNIカ ー ド(ビ オ メ リュー)

を用いた。
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3.2.2薬 剤 感 受 性 試 験

分 離 され た329株 に つ い て,NCCLS標 準 法8)に 準 拠 した微 量 液 体希 釈 法(フ ロー ズ ン フ レ゚

ー ト栄 研)に て 最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)を 測 定 し
,薬 剤 ご とにMIC50,MIC80お よびMIC90

を算 出 した 。ま た,各 菌 種 ご とに各 薬 剤 の耐 性 率 も算 出 した。測 定 薬 剤 はpiperacillin(PIPC),

aztreonam(AZT),cefpodoxime(CPDX),cefotaxime(CTX),ceftazidime(CAZ),cefepime

(CFPM),cefpirome(CPR),meropenem(MEPM),imipenem(IPM),panipenem(PAPM),

sulbactam/cefoperazone(SBT/CPZ),amikacin(AMK),ciprofloxacin(CPFX)で

あ る。

3.2.3ESBLお よびM肌 産 生 菌 の検 出 お よび 遺 伝 子 型

薬剤 感 受性 試 験 に てE.coliお よびKlebsiellaspp.に つ い て はNCCLSの 検 出指 針 の基 準 を

満 た した もの を,そ の他 の腸 内細 菌 につ い て はCAZま た はCTXのMICが16ｵg/mL以 上

を示 した株 にっ い て,double--disksynergytest(DDST)12)を 用 い てESBLs産 生 菌 の

検 出 を行 った 。DDSTはNCCLSの 方 法8)に した が い ミュ ー ラー ヒ ン トン培 地 にMacFarland

O.5の 菌 液 を0.1mL綿 棒 で塗 布 しamoxicillin/clavulanicacid(AMPC/CVA)diskとCPDX,

CTX,CAZ,CPR,CFPMそ れ ぞ れ の 間 カミ25㎜ に な る よ うに デ ィス ク(セ ン シデ ィス ク:

BBL)を 配 置 し,35℃,一 夜 培 養 後 に いず れ か の薬 剤 で ク ラ ブ ラ ン酸 に よ る阻 害 効果 の認 め

られ た もの を 陽性 と した。陽性 株 はPCR法 に よ りTEM,SHV型 お よびCTX-Mgroup(CTX-M

1/3,CTX-M2,CTX-M9)に 型 別 した13)。MBL産 生 菌 の検 出 は,荒 川 ら14)が 考 案 した メ

ル カ プ ト化 合 物 を用 い た 阻害 試 験 を使 用 した。 検 査 法 はNCCLSの 方 法 に した が い ミュ ー ラ

ー ヒン トン培 地 にMacFarlandO5の 菌液 を0 .1mL綿 棒 で 塗 布 し,メ タ ロート ラ ク タマ ー ゼ

SMAデ ィ ス ク"栄 研"を 用 い て,お の お のCAZま た はIPMデ ィス ク周辺 の発 育 阻止 帯 の 変

化 を観 察 し,MBLの 産 生 性 の有 無 を識 別 した 。 陽性 株 はPCR法 に よ りIMP-1型 につ い て

遺 伝 子 の検 出 を行 っ た15)。

3.2.4Arbitrar皿yprimedPCR(AP-PCR)に よ る疫 学 解 析

分 離 され たESBL産 生 菌 の遺 伝 的 疫 学 解 析 を..法 を 用 い て 行 っ た。Enterobacter

cloacaeに 関 して は9症 例10株(複 数 回 検 出患者 で は2株 を解 析)を 対 象 と した。 使 用 プ

ラ イ マ ー はK.pneumoniae,E.cloacaeはERIC2(5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3')

16)を
,SerratiamarcescensはHejajyら の 方 法17)に した がい,HLwL-74(5'-CGTcTATGcA-3')
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お よび1254(5'-AACCCACGCC-3')の 混合 プ ライマー を使 用 した。テ ンプ レー トDNAは

LBプ ロス にて24時 間培養 した菌液 を12,000rpm5分 間遠 心 した沈渣 か ら抽 出 した。DNA

の抽 出は定法 に したがい,エ タ ノール

・クロロホル ム処理法 で行 った。反応試薬 はTakaraTaqを 使 用 し,Mg2+濃 度 は3mMで 増

幅 を行 った。増幅産物 は,12.5%ポ リアク リル ア ミ ドゲル電気泳 動を用 い銀染 色に よ り確認

した。同一パ ター ン株 の因果 関係解析 は,カ ルテ調査 によ り入院歴,主 治 医,前 医な どで患

者 間 も しくは病院 スタ ッフに よる接触 の有 無について検討 を行 った。

3.2.5ESBLお よびMBL産 生菌検 出患者 の臨床背 景

ESBL産 生菌お よびMBL産 生菌 が検 出 された患者 につい て,患 者 情報(年 齢,性,基 礎 疾

患,デ バ イス の有無),投 与薬剤,予 後な どについてカルテ調査 を行 った。

3.3結 果

3.3.1各 菌種 の年 次 ご との検 出率

1991年 か ら2000年 の10年 間に分離 された腸 内細菌 は総検 出株 数3,049株 中,329株

(10.8%)で あった。年次 ごとの検 出率は1999年 お よび2000年 では15%を 越 え近年 増加傾

向 にあった(Tablel)。

Table1.DetectionofEnterobacteriaceaeisolatedfrombloodcultures(1991-2000)

Year 1991199219931994199519961997199519992000Total

Totalno.ofstrains1932662823263234053842223133353,049

Entembacteriaceae13222353243434224955329(10
.8)
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&aerogenes
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0

0

0
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3
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4

3

1

0

0

4

13

9

2

12

4

7

0

2

4

s

8

1

3

0

0

1

2

3

5

13

1

S

1

0

1

2

3

11

7

2

5

3

0

1

i

4

3

8

0

1

i

1

1

1

s

14

8

4

14

1

0

0

0

8

19

14

0

12

2

2

0

3

3

85

76

14

66

18

12

4

11

43

3.3.2薬 剤 感 受 性 検 査成 績

腸 内細 菌 主 要5菌 種 と合 計 のMIC50,MIC80お よびMIC90の 成 績 をTable2に 示 した 。

E.coli,K.pneu〃aoniaeで は第3世 代 以 降 のセ フ ェ ムや カル バ ペ ネ ム のMIC90が0.5ｵg/mL

以 下 と良好 な感 受 性 を示 した 。E.cloacae,α かo加 惚 ア声劭η吻,S.marescensで は第3世 代 セ

フ ェ ム は や や 劣 る も の の 第4世 代 薬 や カ ル バ ペ ネ ム 系 薬 は 比 較 的 良 好 で あ っ た 。S.
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marcescensに 関 して はカ ル バ ペ ネ ム系 薬 でMIC90がgig/mLと 高 い 値 を示 した が,こ れ は

MBL産 生 菌 が存 在 した た め で あ る。全 体 で はMEPMが もっ と も低 いMIC90を 示 し,0.12ｵg

/mL以 下 で あ っ た 。菌 種 ご との 各薬 剤 に対 す る耐 性 率 をTable3に 示 した。ESBL検 出 にお

け る基 準 的薬 剤 で あ るCAZの 耐 性 率 を比 較 す る と も っ とも高 値 で あ った の がE.cloacaeで

51.5%で あ った 。 次 い でC戸 ε膨 砺 の50.0%で あ っ た 。E.coli,丿(oxytocaお よびProteus

mirabilisに つ い て は耐 性 菌 は 存在 しな か った 。E.coliでCPDX耐 性 が7.1%あ っ た が,こ れ

は ク ラスcR一 ラ ク タマ ー ゼ の過 剰 産 生 に よ る もの で あ っ た。 全 体 で は カル バ ペ ネ ム系 薬 が も

っ とも低 くIPMで1.2%,MEPMで1.5%で あ っ た。 ま た,ト ラ クタ ム 薬 以 外 の 薬 剤 で は

AMKで3.0%,CPFXで11.9%耐 性 で あ っ た。

Table2.Antl皿icmbialactivityofagentsi皿329strai皿sofEntembacteriaceaedetectedinbloodculturesbetween1991a皿d2000

Organism M-C MICs(ug/mL)

(肌 ・fi・・豆・むes)50/80/90PIPCCPDXS/CAZTCTXCAZCFPMCPRMEPMIPMPAPM齟 くCPFX

z二soli

(鋳)

Apneumoniae

(76)

E.cloacae

(ss)

S.m¢rcescens

(43}

Cfreundii

(12)

Allstrains

(329)

505Ssl

SO58S1

901651

50sgS1

80S8sl

gOsgsl

50s$>4

80>128>4

90>128>4

5058>4

80128>4

90>128>4

5058>4

80128>4

so>i2s>4

505851

SO32>4

90>128>4

50.550.5sO.5

50.550.550.5

50.5sO,550.5

50.550,550.5

50.5sO.550.5

150.550.5

8432

3264>64

64>64>64

414

>6432>64

>6464>64

riSo.s

166464

326464

50.550.550.5

8416

3264>64

50.550.550.550.12

50.550.550.550.12

50.550.550.550.12

50.550.550.550 .12

50.550.550.550.12

50.550.550.550.12

850.550.560.12

>6416325Q,12

>6432>640.25

50.550.550.550.12

>6464>644

>64>64>648

50.550.550.550.12

>641250.12

>642450.12

50.550.550.550.12

850.550.550.12

>6481650.12

50.12sO.12

50.1250.12

50.1250.12

50.1250.12

0.250.25

0.250.25

0.50.5

10.5

11

10.a

24

48

0.250.25

0.50.25

0.50.5

sO.1250.12

0.50.5

11

250.25

450.25

41

250.25

50.25

2sQ,2a

150.25

21

22

SO.25

3216

64>16

250.25

250.25

21

250.25

250.25

42

PIPC:piperacillin,CPDX:cefpodoxime,S/C;sulbactam/cefbparazone,AZT:aztreonam,CTX:ce重bむa洫ne,CAZ;ceftazidime,CFPM:

cefep洫e,CPR:cefpirome,MEPM:meropenem,m:洫ipenem,PAPM:panipenem,AMKamikac血,CPFX:⑳ro旦oxac㎞

Table3.Antibiotictolerance

Orga竝s皿

(no.ofisolates)

No.ofs廿ainsofi皿termediateandresistant'(%)

PAC CPDX AZT CTX CAZ CFPMMEPM IPM 0 CPFX

E.coli(85)

K.pneunzoniae(76)

x二 〇xytoca(14)

E.cloacae(66)

&oerogenes{1S)

C.freundii(12)

P.mir¢bilis(4)

ル乙morg¢nii(11)

S.m¢rcescelzs(43)

5(5.8)

3(3.9)

0

30(45.4)

7(38.9)

6(50.0)

0

5(45.4)

17(39.5)

a(7.1)00

3(3.9)1(1.3)2(2.6)

000

46(69.7)33(50.0)36(54.5)

6(33.3)3(16.7)4(22.2)

866.?)6(50.0)6(50.0)

000

6(54.5)01(9.1)

28(65.1)12(27.9)21(48.8)

0

1(1.3)

0

34(51.5)

5(27.7)

6×50.0)

O

i(s.i)

14(32.5)

0

1(1.3)

0

15(22.7)

O

ll8.3)

0

0

12(27.9)

0

0

0

0

0

0

0

0

5(11.6)

0

0

0

0

0

0

0

0

4(9.3)

0

0

0

0

0

0

0

0

10(23.3)

stzi)

a

O

12(18.2)

0

2(16.7)

0

0

19(44.2)

All(329) 73(22.2)102(31.0)55(16.7)70(21.3)61(18.5)28(8.5)5(1.5)4(1.2)10(3 .0)39(11.9)

'Strainsofi皿 艶 皿ediateandresistantwerebefinedaccord血gtoNCCI
.Scdteha

PIPC:piperacillin,CPDX:cefpodoxime,CTX:cefbtax血e,AZT:aztreonam,CAZ:ceftazi〔dime ,CFPM:cefepime,MEPM:meropenem,AMK

曲ci皿,CPFX:ciprofloxa(洫
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3.3.3ES肌 お よびMBL産 生 菌 の検 出お よび遺 伝 子 型

DDSTお よび2-MP法 に陽 性 を示 した株 数(%)をTable4に,遺 伝 子 型 とそ のMIC測 定

結 果 をTable5に 示 した。NCCLSのESBL検 出 の基 準 を満 た したE.coliお よびKlebsiellaspp.

は9株(2.7%),そ の 他 の 腸 内 細 菌 で 基 準 を満 た した株 は70株(21.3%),合 計79株(24.0%)

で あ り,そ の うちDDST陽 性 が19株(5.7%)で あ った。 菌 種 別 で はE.cloacael5株,K.

pneumoniae3株,C.freundii1株 で あ っ た。遺 伝 子 型 はCTX-M1/3型 が19株 中18株 で 検

出 され た。詳 細 はE.cloacae,C.freundiiで はす べ てCTX-M1/3型 で,K.pneumoniaeはTEM

型,SHV型,CTX-Ml/3型 の3種 類 が検 出 され た もの が2株,SHV型 が1株 で あ っ た。

ESBL産 生 菌 で はセ フ ェム 系 薬剤 は 全 体 にMIC値 が 高値 を示 した が,カ ル バ ペ ネ ム 系 薬 剤 は

低 く,な か で もMEPMが も っ と も低 値 を示 した。 そ の他 で はAMK耐 性 が1株,CPFX耐

性 が7株 存 在 した 。2-MP法 陽性 株 はS.marcescensで5株(1.5%)検 出 され た。 遺 伝 子 型

は5株 す べ て1'-1型 で あ っ た。 セ フ ェ ム系 薬剤 はAZT以 外 のMIC値 は高 値 を示 した。

ま た,rPMに 感 受性 を示 した株 が1株 存在 した。 検 出年 次 はESBL産 生 菌 お よびMBL産 生

菌 とも に1996年 以 降 に多 く,24株 中22株 が 検 出 され た 。ま た,1991年 検 出 のK.pneumoniae

でSHV型ESBL産 生 菌 の存 在 が確 認 され た 。

Table4.Strains血dicatedratherthanextractionconditionsa}fbrDDSTand2-MPprocedures

Totalno.strains

(%)

No.ofDDSTbLpositive

(%)

No.of2‐MP‐positive

(%)

E.coli(85)

K.pneumoniae(76)

Koxytoc¢(14)

E.cloacae(66)

E.aerogenzs(1$)

C.freundii{12)

P.misabilis(4)

M.morganii(11)

S.marcescens(43)

s(7.1)

3(3.9}

0

36(54.5)

6(33.3)

6(50.0)

0

1(9.1)

21(48.8)

0

3(3.9)

0

15(22.7)

0

1(8.3}

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

5(11.6)

All(329) 79(2生0) 19(5.7) 5(1.5)

a)E
.coliandKlebsiellaspp.:ratherthan2μg/mI.ofMICofcefF)odoxi皿e,othersEnterobacteriaceae:rather

than16ｵg/mLofMICofceftadimeand/orcefotagime

"'DDST:double -disksynergytest

c)2 -MP:Inhibits)ryeffectsof2-mercaptopropionicacid
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Table 5.  MICs and  0-lactamase gene types of DDST and 2-MP positive strains

Case 

no.
Organism  p-lactamase gene

MICs  (pg/mL)

 PIPC CPDX S/C AZT CTX CAZ CFPM CPR MEPM  IPM PAPM  AMK CPFX

207 

208 

209 

210 

212 

216 

 218 

226 

230 

231 

232 

233 

235 

236 

241

109 

136 

247

280

318 

320 

327 

336 

339

E. cloacae 

E. cloacae 

E. cloacae 

E. cloacae 

E. cloacae 

E. cloacae 

E.  cloacae 

 E. cloacae 

 E. cloacae 

E. cloacae 

 E.  cloacae 

 E.  cloacae 

E. cloacae 

E. cloacae 

 E.  cloacae

K.  pneumoniae 

K pneumoniae 

K  pneumoniae 

 C  freundii

S.  marcescens 

S.  marcescens 

S.  marcescens 

S.  marcescens 

S.  marcescens

CTX-M 1/3 

CTX-M 1/3 

 CTX-M 1/3 

CTX-M 1/3 

CTX-M 1/3 

 CTX-M 1/3 

 CTX-M 1/3 

CTX-M 1/3 

 CTX-M 1/3 

CTX-M 1/3 

CTX-M 1/3 
CTX-M 1/3 

CTX-M 1/3 

 CTX-M  1/3 
CTX-M 1/3

TEM,  SHV, CTX-M 1/3 

TEM,  SHV, CTX-M 1/3
SHV

TEM, CTX-M 1/3

 IMP-1 

 IMP-1 

 IMP-1 

 IMP-1 

 IMP-1

 >128 

 >128 

 >128 

 >128 

 >128 

 >128 

 >128 

 >128 

 >128 

 >128 

>128 

 >128 

 >128 

 >128 

>128

 128 

 >128 

 128

 >128

 128 

>128 

 128

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4 

>4

>4 

>4 

 2

>4

>4 

>4 

>4 

>4 

>4

64 

32 

32 

32 

64 

64 

64 

64 

64 

64 

64 

64 

32 

64 

16

16 

64 

1

32

>64 

>64 

>64 

>64 

>64

>64 

 >64 

 >64 

 64 

 >64 

 64 

 >64 

 >64 

 >64 

 64 

>64 

 >64 

>64 

 64 

 32

8 

64 

1

32

8 

8 

8 

8 

8

 >64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64

 >64 

 32 

 0.5

64

>64 

>64 

>64 

>64 

>64

>64 

 >64 

 >64 

 >64 

>64 

 64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

>64 

 64

8 

8 

16

8

>64 

>64 

>64 

>64 

>64

 32 

 32 

 32 

 64 

 64 

 64 

>64 

 32 

 32 

 32 

 32 

 64 

 16 

 64 

 8

4 

16 

2

16

>64 

 64 

 64 

 >64 

>64

 64 

>64 

 64 

>64 

>64 

 >64 

 >64 

>64 

>64 

 64 

>64 

 >64 

 32 

>64 

 16

16 

32 

4

64

>64 

 >64 

 64 

>64 

>64

 50. 12 

 50.12 

 0.25 

 0.25 

 0.5 

 0.25 

 0.25 

 50.12 

 50.12 

 g  0.  12 

 g  0.  12 

 50.12 

 g  0.  12 

 0.5 

  12

 g  0.  12 

 50.12 

 50. 12

 0. 12

16 

16 

8 

16 

16

 0.5 

 0.5 

 1 

 0.5 

 1 

 0.5 

 g  0.  12 

 0.5 

 0.5 

 0.5 

 0.25 

 0.5 

 1 

 1 

 0.5

 50.12 

 50.12 

  12

1

16 

8 

4 

8 

16

 0.5 

 1 

 0.  5 

 0.5 

 1 

 1 

 50.12 

 0.5 

 0.5 

 0.5 

 0.25 

 0.5 

 0.25 

 1 

 0.25

  12 

 50.12 

  12

 1

 16 

>16 

 8 

 8 

>16

 2 

 1 

 1 

 1 

 1 

 50.5 

 50.5 

 1 

 1 

 1 

 1 

 1 

 1 

 2 

 1

32

8 

8 

4 

8 

8

 1 

 2 

 1 

 1 

 2 

>16 

>16 

 2 

 4 

 4 

 4 

 4 

 2 

 4 

 50.25

50.25 

 g  0.  25 

 50.25

2

>16 

>16 

>16 

 4 

 2

PIPC:  piperacillin, CPDX: cefpodoxime, S/C: sulbactam/cefoparazone, AZT: aztreonam, CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime, CFPM: cefepime, CPR: cefpirome, MEPM:  ineropenem,  IPM:  imipenem, 

PAPM: panipenem, AMK: amikacin, CPFX: ciprofloxacin



No

Table 6. Information on patients infected by ESBL and MBL producing organisms

Case 
no.

Organism  6—lactamase gene
Detected 

 Year
Age Underlined  disease'

Antibiotics

before after

Clinical 

effect

Simultaneous 
 detection

Prognosis

207 

216 

218 

226 

230 

231 

235 

236 

241 

109 

136 

247 

280 

318 

320 

327 

336 

339

  E. cloacae 

  E. cloacae 

 K  cloacae 

 K cloacae 

  E. cloacae 

  E. cloacae 

  E. cloacae 

  E. cloacae 

  E. cloacae 

 K  pneumoniae 

K  pneumoniae 

K pneumoniae 

 C.  freundii 

S.  marcescens 

S.  marcescens 

S.  marcescens 

S.  marcescens 

S.  marcescens

   CTX—M 1/3 

   CTX—M 1/3 

   CTX—M 1/3 

    CTX—M 1/3 

    CTX—M 1/3 

   CTX—M 1/3 

   CTX—M 1/3 

    CTX—M 1/3 

   CTX—M 1/3 

TEM,  SHV, CTX—M 1/3 

TEM,  SHV, CTX—M 1/3 

     SHV 

  TEM, CTX—M 1/3 

 IMP-1 

 IMP-1 

 IMP-1 

 IMP-1 

 IMP-1

1996 

1997 

1997 

1999 

1999 

1999 

2000 

2000 

2000 

1995 

1998 

1991 

2000 

1996 

1997 

1998 

1999 

2000

74 

33 

69 

83 

5 

63 

79 

71 

77 

70 

47 

0 

49 

66 

71 

2 

52 

51

Stevens—Johnson syndrome 

acute lymphocytic leukemia 

  hypoplastic leukemia 

   acute cholecystitis 

acute myelocytic leukemia 

 myocardial  infarction 

     renal failure 

   aortic  dissedction 

     gastric cancer 

 intracerebral  bleeding 

      neck tumor 

 ARDS 

     brain tumor 

    hepatic cirrhosis 

     polycythemia 

   acute renal failure 

     head  injury 

   spinal cord injury 

  chronic renal failure 

 (renal transplantation)

CAZ,  IPM 

 CPFX,  FLCZ 

 CPFX,  FLCZ 

no therapy 

CAZ, TEIC 

no therapy 

CPR, MINO 

  TEIC 

 CTM,  PAPM 

CAZ, AMPC 

no therapy 

ABPC, TOB 

no therapy 

 CFPM 

  PIPC 

  CTM 

 CTM 

  CMZ

 IPM--oPAPM-.S/C—.LMOX 
 --oPIPC-*CFPM 

AZT,  CLDM-0AMK, CLDM 

 PAPM—'CPR 

 CFPM—.PAPM 

     CAZ,TEIC 

 PIPC—.GM 

 MINO—.PAPM 

      TEIC 

      PAPM 

       CAZ 

 IPM—.CAZ 

     CTX, TOB 

 AMPC--.CAZ 

 PAPM—AZT 

      PIPC 

 CAZ—*AZT 

      FMOX 

      GM

unknown 

 good 

 good 

 good 

  poor 

 good 

  poor 

unknown 

 good 

 good 

 good 

 good 

 poor 

 good 

unknown 

 good 

 poor 

 good

  MRSA, 

S.  marcescens, 

P. aeruginosa 

  MSSA 

  MRSA, 

 C.  albican  s 

 MRSA

 poor 

(septic shock) 

   good 

   good 

   good 

   poor 
(septic shock) 

   good 

   poor 
(septic shock) 

   good 

   good 

   poor 
(septic shock) 

   good 

   good 

 poor 
(septic shock) 

   good 

    poor 
(heart failure) 

   good 

    poor 
(septic shock) 

    poor 

(renal failure)
 ''ARDS: acute respiratory distress syndrome 

CAZ: ceftazidime,  IPM: imipenem, PAPM:  panipenem, S/C: sulbactam/cefoparazone, LMOX: latamoxef, PIPC: piperacillin, CFPM: cefepime, CPFX: ciprofloxacin, FLCZ: fluconazole, AZT: aztreonam, 

CLDM: clindamycin, AMK: amikacin,  CPR: cefpirome, TEIC: teicoplanin, GM: gentamicin, MINO: minocycline,  CTM:  cefotiam, AMPC: amoxicillin, ABPC: ampicillin, TOB: tobramycin, CTX:  cefotaxime, 

FMOX: flomoxel, CMZ:  cefmetazole



3.3.4疫 学 解 析 結 果

AP-PcR法 を用 い た疫 学 解 析 結 果 をFig.1に 示 した。EsBL産 生E .cloacaeで はNo.207,

208,226とNo.230,236が それ ぞれ 同 一 パ ター ン を示 した 以 外 は異 な るパ ター ン示 した 。

No.207,208は 同一 患 者 由来 株 で あ っ た。 しか し,No.207,208とNo .226に つ い て は患 者 間

も しくは ス タ ッ フに よ る接 触 の 関連 性 は認 め られ な か っ た。 ま た,No.230とNo,236の 関連

性 も同様 に認 め られ な か っ た。ESBL産 生K.pneumoniaeで は3株 ともに違 うパ ター ンで あ

っ た。MBL産 生S.marcescensで は1996年 か ら1998年 にか けて 検 出 され たNo .318,320,

327が 同一 の電 気 泳 動 パ タ ー ンを示 し,1999年,2000年 分 離 株 のNo.336,339が 同 一 の パ

ター ン を 示 した。No318,320,327,336が 同 一 の 病 棟 か ら検 出 され,院 内 感 染 を示 唆す る

結 果 で あ っ た。

● ●

r

亀

監_嚶 墜 貍瞥 腫

Caseno.M207208216218226230231235236241Caseno.M109136247Caseno.M318320327336339

Fig.1.AP-PCRpatternsofESBI、producingEn.teroba.ctercloacae(1),Klebsiellapneum .oni¢e(2)a皿dMBLproduci皿g

Serrati¢nz¢rcescens(3).La且e:M,100bpladdermolecularweightmarkeLOtherslanes:Correspondtostra血

numberhstedi皿Table6.

3.3.5臨 床 背景調査結果

臨床 背景調査 が可能 であったESBL産 生菌検 出患者13例 お よびMBL産 生 菌検 出患者5例

について の結果 をTable6に 示 した。ESBL検 出患者 では全例入 院患者 で,年 齢 は小児が2例,

60歳 以上 は8例 であった。基礎疾患 は悪性腫瘍や脳血 管障害 といった比較 的重症例 が多 く,

全例 でIVHカ テーテル が挿入 されて いた。患者 に対す る処置 では導尿 が8例,手 術5例 ,

抗癌剤5例,気 管挿管6例,輸 血7例 であった。血液培養 にて検 出 され た菌 に対 して積極

的に治療 され たのは12例 で1例 は未治療 であった。敗血症発症以前 に何 らかの抗菌薬 が投

与 されて いたのは9例 で,血 液疾患治療 での予防投与や他 の菌種 に対す る治療 がほ とん どで

あった。 発症 後は グラム陰性菌 に対 して有効性 の高い と考 え られ る薬剤 が選択 的 に投与 され
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てい るが,全 例 で抗生剤 の変更や追加 がな され てい た。13例 中治療効果が認 め られた ものが

8例 であ った。治療効果 が認 め られ た薬剤 はカルバペネ ム系薬3例(PAPM3例),ア ミノ配

糖体3例(AMK,gentamicin,tobramycin),第3世 代 セ フェム2例(CAZ2例)で あった。

第3世 代 セ フェムが有効 であった2例(No.109,No.136)はCTX-M1/3型 のK.pneumoniae

で,CAZのMICがgｵg/mLで あった。2例 では治療 に失敗 してい るが,1症 例(No.235)

はminocyclineが 使用 された ものの耐 陸で あ り,も う1症 例(No.280)はCAZに 対す るMIC

値がgｵg/mLで あったものの治療効果 が認 め られ なか った症例で あった。血液疾患の2例

(No.216,No.218)で は骨髄移植後 の感染予 防にCPFXが 投与 され ていたが,検 出 され た菌

のCPFXの 感受性 は耐性 で あ り,腸 管か らのtranslocationに よるもの と考 え られた。MBLが

検 出 され た患者 の臨床 背景は4例 が高度救命 救急 セ ンター/ICUよ り分離 された ものであ

り,基 礎 疾患 は外傷や脳血管 障害 な ど高度 の重症例 であった。また,も う1例 は中国での腎

移植 後患者 でGVHDが 出現 し当院 にて治療 を行 った患者 であった。導尿 カテーテル な どの メ

デ ィカルデ バイスは5例 ともに使用 されてい た。使用薬剤 は菌検 出前 に全例 とも ト ラクタム

薬 が投与 されていた。使用薬剤 の有効性 にっ いて は,AZTが 投与 され た2例 で は菌が消失 し

てお り,本 剤 のMBL産 生株 に対す る有効性 が示唆 され た。PIPC投 与例 につい ても菌 が陰性

化 してい るが抗生剤 が長期投与 され血液培養 も長期 間提 出 されず効果 の判 定には至 らなか っ

た。腎移植 患者 ではア ミノ配糖 体(GM)が 単剤 で投与 され菌 の陰性化 が認 め られ た。Cefotiam

お よびflomoxef投 与例 ではエ ン ドトキシ ンシ ョックに よ り死亡 してお り治療効果 が認 め ら

れなかった。

3.4考 察

近年,広 域 スペ ク トラムセ フェム系薬剤やカルバペネ ム系薬剤 の使 用増加 に伴い,耐 性菌

の蔓延 が 問題視 され てい る。 グラム陰性 菌 の薬剤耐性化 は敗血症 や下部消化管術後感染症 に

対す る治療や 予後に大 きな影響 をお よぼす ため,耐 性化 の状況 を正確 に把握 してお く必要が

あると考 え られ る。今回の調査 でE.coli,K.pneumoniaeで はセ フェム系薬剤 やカルバペネ ム

系薬剤 は良好 な感受性 を示 した一方で,E.cloacae,C.fi°eundii,S.〃zarcescensで はセ フェム系

薬剤 に関 して はMIC90が64F9/mL以 上 を示す薬剤 も存在 した。本来,こ の種 の腸 内細菌

は染色体性 のク ラスcR一 ラクタマーゼ を産 生す るため,セ フェム系薬剤 には耐 性を示す場合

が多い。 しか し,第3世 代以 降の薬剤 に関 して本来 はクラスClレ ラクタマーゼ に比較 的安 定

に作 られ てい るが,産 生量 の増加やESBL産 生菌 に対 して は効果 が期待で きない可能性 が高
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い。今 回の調 査で は,E.cloacae,C戸 ε初磁,S.marcescensで クラスcR一 ラクタマーゼ産生 量

増加やESBL産 生菌が存在 し,今 後セ フェム系薬剤 の さらなる耐性化が懸念 され る結果で あ

った。 そのな かで,耐 性 率 が低 かった のはカルバ ペネ ム系や ア ミノ配糖体 で あった。 特 に

MEPMに 関 してはMIC90も0.12ｵg/mL以 下 と低値 で あ り,グ ラム陰性 桿菌 の感染症で は

もっ とも治療効果 が期待 できる薬剤 のひ とつ である と考 え られ る。ただ し,MBL産 生菌 には

効果 が期待 できないた めに,ア ミノ配糖体系薬や ニュー キノロン系薬,ま たはモ ノバ クタム

系 の薬剤 を選択す ることになる。各種 ト ラクタマーゼの検 出には,ESBL産 生菌 にはJarlierら

12)が報告 したDDSTを
,MBL産 生菌 にはArakawaら14)が 報告 した2一 メルカ プ トプ ロピオ ン

酸 を用い た検 出法 を行 ったが,両 方法 ともにPCRを 用 いた遺伝子検 出を必要 とせず,日 常検

査 において各種 耐性機 序 を判 断す る上 で有用 であ ると考 え られ た。 このよ うな検 出方法 を各

検査室 が確 立 してお くこ とは,治 療薬剤 の適 正な選択 のみ な らず 院内での耐性菌 の動 向な ど

の疫学情報や,早 期 の院 内感染対策 に も役立つ と思 われ る。ESBL産 生菌 の分離率 は329株

中19株(5.7%)で あった。ESBL産 生菌 の検 出率に関す る調査 は多 く報告 されてお り,そ

の検 出率 は さま ざまであるが19,20,21)血液培養 か らの報告 はない。われわれの調 査で は血液 培養

のみ の調査 で5.7%と 比較的高率で あ り,腸 内細菌科全般 に遺伝子が拡散 され,そ れ が血液

か らも分離 され る ことが明 らか となった。遺伝子型 は19株 中18株 がCTX-M

タイ プを保有 してお り,他 の報告9)同 様 に本 邦 でもっ とも多 く検 出 されてい るタイプが多

か った。MBL産 生菌 ではS.rnarcescensの みで分離 され,5株1.4%で あった。すべ てIMP-1

タイ プを保有 してい る結果で あった。他 の菌種 では検 出 され なかったが,腸 内細菌科全般 に

広 がって い ることが確認 され てお り注意 が必要 である と考 えられ る。ESBLの 存在 は1983年

にKnocheら の報告22)以 後,世 界各地 か ら検 出の報告 が あるが,当 院 において も1991年 には

K.pneumoniaeでSHV型 のESBL産 生遺伝子 を獲得 してい る菌 が検 出 され,本 邦 において も

この ころ にはESBL産 生菌が存在 した結果で あった。当院において1996年 以 降にはESBLお

よびMBL産 生菌 の検 出が多 くなったが,こ の ころか ら本 邦において も検 出の報告 が増 え,

この 時期 を境 に増 加 に転 じた可能 性 が示唆 され た。疫 学 的解析 にお いて はESBL産 生E.

cloacaeで は同一パ ターンを示す株 も存在 したが関連性 は解 明できなかった。しか し,尿 か ら

分離 され た菌 にっいて行 った調査23)で は同一病棟 で同一 のパ ター ンを示 した株 が存在 し,病

棟 での蔓延 が示 唆 され る結果 を報告 してい る。今 回の調 査では関連性 は確定 できなかったが,

病 院内で拡散 してい る可能性 も示唆 され るた め院 内感染 には注意 が必要 である。 また,MBL

産生S.〃 解6ε5cθη3で は1996,1997,1998年 の3株 と1999,2000年 の2株 がそれぞれ 同一
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パ ター ンを示 した。1996,1997,1998年 の3株 は同一病棟 で あ り,病 棟 に長期 にわた り定

着 していた可能性 が示唆 され た。1999,2000年 の2株 は病棟 も異 なるため,こ の ころよ り

院 内全体 に広 がっていった可能性 を示唆 した。検 出後 の対応 がそ の後 の耐性菌 の蔓延 を左右

す る と考 え られ ため,や は り早期 の対策 を行 うことが重 要で ある。 この種 の耐性 菌 に対す る

疫学解析 の報告 において は さま ざまな方 法を用 いて調 査 されてい るが,Rプ ラス ミ ドに よる

もの と院内感染 に よる もの両方の報告が あ り,両 伝播形 式 を通 じて臨床材料 か らの検 出率 が

上昇す る可能性が高い と考 え られ る。Pulsedfieldgelelectrophoresisで は結果 が判 明す るまで

に3～4日 か かるた めア ウ トブ レー クに対す る迅速 な対応 がで きないが,今 回用いたAP-PCR

法 では約1目 で結果 が判 明す るた め迅速対応が可能で あ り,日 常で のア ウ トブ レー クの対応

には有用 で ある と思われ る。菌種 によって は識別 が困難で ある とい う報告24,25)もあ るが,PCR

用試薬や 反応 プ ログラム,増 幅装置の違い に よ り結果 が左右 され るため,自 施 設で 由来 の違

う菌株 にて コン トロール を とって さえいれ ば使用 可能 で問題 がない と考 え られ る。 臨床背 景

調査 では,ESBLお よびMBL産 生菌検 出患者 において,基 礎疾患 は悪 性腫瘍や脳血管 障害

な どの比較 的重症例が多 く,全 例 でIVHカ テーテル が挿入 されていた。この こ とは長期 に入

院す るこ とで,さ ま ざまな治療 や抗菌薬 の使用 によ り,MRSAや 緑膿菌 と同様 に耐性 菌の定

着 が起 こるこ とが示 唆 され る結果で あった。 実際,敗 血症発症以前 に何 らか の抗菌薬 が投与

され てお り,ほ とん どが予防投与や この種 の耐性 菌 に無効 な薬剤 であ り,抗 菌薬投 与に よ り

耐性株 が残 存 した結果で ある と考 え られ る。ESBL感 染症 に関す る治療薬剤 はESBLの 基質

特 異性 か らカルバペネ ム系やセ ファマイ シ ン系の薬剤 も しくは ト ラクタム系以外の薬剤 が第

1選 択剤 と考 え られ るが,今 回の調査 ではカル バペネ ム系や ア ミノ配糖 体 の投 与で改善 され

ていた。 しか し,2例 でCAZが 投与 され 改善 してい る。 この ときのCAZのMIC値 はgｵg

/mLで あ り遺伝子型 はCTX-M3と 比較的CAZに 感 受性 を示す タイ プであった。NCCLSで

はESBLに 関 してセ ファロスポ リン系薬剤 は臨床的 に効果 が認 め られ ない と してい るが,ト

ラクタマーゼ の基質特異性 の違い か ら同 じセ フェム系 で も有効 で あるケー ス も存在 す る可 能

性 が ある ことを示 唆す る結果 であった。 しか し,長 期投与 な どで高度耐性化 が考 え られ るた

め,NCCLSの コメン トに したがい耐性 と報告すべ きであ る。MBL産 生菌 による感染症 で は,

基本 的に は β一ラクタム薬 による治療 は有効性 が期待 で きない と考 え られ る。 しか し,基 質特

異性 か らモ ノバ クタム に関 しては治療効果 が期待 できる と考 え られ る。実 際 に今回 の調 査で

AZT投 与 によ り菌 の陰性化 が認 め られ た症例 が存在 した。 また,わ れ われ はMBL産 生菌 に

よる腎盂腎炎 を経験 しているが,そ の症例 にお いて もAZT投 与 に よ り軽快 してい る。いずれ
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もAZTのMIC値 はgig/畆 で あっ た。通常投与量 におけるAZTの 血 中濃度や臓器移行性

か ら考 える と,感 染部位 に よってはAZTが 有効 である と考 え られ る症例 も多い と思 われ る。

しか し,セ フ ァロスポ リナーゼ の過剰産 生や外膜 の変化 な ど他 の耐性 機構 を同時に獲得 した

場合,AZTのMIC値 が上昇 し,抗 菌力が減少す る場合 も想 定 され るので注意が必要で ある。

また,腎 移植 後の患者で は,ア ミノ配糖体系抗生物 質が投与 され,菌 は陰性化 した。しか し,

通常blalMP遺 伝 子 はaacやaadな どのア ミノ配糖体耐性遺伝子 な どの近傍 に存在 し,関 連 し

て伝 達,発 現す る場合 が多いので,ア ミノ配糖 体 の長期投与 は慎重 にす る必要 がある と考 え

られ る。 本邦 にお いて もさま ざま な薬 剤耐性 菌が 出現 し蔓延 しつつ あ る。今回,血 液培養 か

ら分離 された腸 内細菌 に関す る調 査 を行 ったが,実 際 に さま ざまな耐性 菌が検 出 され た。今

後 も耐性 菌に関す る動向 には注意が必要 である と思 われた。

27



第4章

モ ンテ カル ロ シ ミュ レー シ ョン を使 用 したESBL産 生E.coliに 対 す るカ

ル バ ペ ネ ム系 薬 お よび ニ ュー キ ノ ロ ン系薬 の有 効 性 評 価

4.1目 的

ESBL産 生菌はその基質特 異性 か らペ ニシ リン系 、セ ファロスポ リン系、モ ノバ クタム系 に

は耐性 を示す ことが知 られてい る1)。 ま た、そ の産生遺伝子 がプ ラス ミ ド上に存在 す るた め

菌種 を越 えて伝播す るこ とも知 られてい る。近年 では、院内感染 症2,3,4)からだ けで な く、市

中感染か らの検 出 され るケー スも増加 してお り5,6)、ESBL産 生菌 に対 して抗菌力 が高 い と考

え られ る薬剤 の有効性評 価 を してお くこ とは重要で ある と考 え られ える。耐性 菌感染症治療

の際 の抗菌薬選択 は、そ の耐性機 序 に影響 の少ない薬剤 を選 択す るこ とが重要で ある。ESBL

産生菌 はその酵素の基質特異性か らカルベバネ ム系や ニ ューキ ノロン系薬 は分解で きない。

そのため、ESBL産 生菌 による感染症治療 の際 にはカルベ バネム系や ニューキ ノロン系薬が使

用 され るケースが多 い と考 え られ る。抗菌薬 の有効性 にっいて は、MIC値 の高低 だけで評 価

す る の で は な く 、 体 内 動 態 を 加 味 し た 評 価 い わ ゆ るPharmacodynamics(PK)/

Pharmacokynetics(PD)に よ り有効 性が評価 され5)、 その理論 に基づいた臨床 治療が実践 されつ

つある。PKIPDパ ラメー タは βラクタム薬 ではTimeaboveMIC(TAM)で 、ニ ュー キノ ロン

系薬 ではAUC/MICを 用い、それ ぞれ のター ゲ ッ ト値 としてTAMは>40%、AUC/MICで>125(グ

ラム陰性菌 の場合)で 有効性 を保 障できる としてい る。そ こで、関西 医科大学附属病院 お よび

近畿耐性 菌研 究会 にて検 出 されたESBL産 生EscheNichiacoliの カルバペネ ム系お よび ニ ュー

キノロン系薬剤のMIC値 を用いて、モ ンテカル ロシ ュ ミレーシ ョンにてPK/PDタ ーゲ ッ ト値

に対す る達成率 を求 め、有効性の評価 を行 った。

4.2対 象および方法

4.2.1Pharmacodymanicsmodel

解析 に使 用 す るPK/PDパ ラ メー ター は、カ ル バ ペ ネ ム系 薬 剤 は蛋 白結 合 率 を 考慮 したTime

aboveMIC(TAM)%を 、 ニ ュー キ ノ ロ ン系 は24-harea-under-the-concentrationcurve(AUC)

とMICの 比 、 す なわ ちAUCIMICを 使 用 した 。 投 与 設 計 はカ ル バ ペ ネ ム系 薬 剤 で は通 常 投 与
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量 ×2回 、倍 量 ×2回 、通 常投 与 量x3回 を、ニ ュー キ ノ ロ ン系 薬 は通 常 投 与 量 ×2回 と した。TAM

の 算 出式 は=(tO+Ln((Dose!tO・f-Vd・kel・MIC)・(1-EXP(-kel・i)/(Vd・kel・MIC))1kel)/i・100

の1-colnpartmentmodelを 用 い た 。Lnは 自然 対数 、Vdは 分 布 容 積 、fは 非 蛋 白結 合 体%、kel

は 消 失 速 度係 数 、τは 投 与 間 隔 時 間 を示 す。

4.2.2Pharmacokinetics

薬 物 動 態 パ ラ メー タ は第1相 臨 床 試 験 時 の健 常 人 デ ー タ7,8,9,10,11・12,13・14,15)を利 用 した。 カル バ

ペ ネ ム 系 薬剤 の 薬 物 動態 パ ラメ ー タは解 析 ソ フ トwinNonlinを 使 用 し、各 薬 剤 の健 康 成 人 男

子 に お け る点滴 静脈 内投 与 後 の 血 漿 中濃 度 推 移 を1-compartmentmodelで 角羣析 した。重 み 付 け

(11Cp)を して解 析 を行 い 、 分 布 容 積(Vd)及 び 消 失 速 度 定 数(Kel)の 平 均 値 土標 準 偏 差 を求

め た(Tabell)。

TabkLP㎞ ㎜co㎞e血p㎜e栂rs鉛r山eMon胎C肛bs㎞ 舳n

A皿tibk)t船
Antbiotic

(i.)

Ke

αr一

biapenem

doripenem

mer°penem

nem

13.4土1.31

12.1土1.20

12.8f1.89

12.2f3.90

)

Prote血b血d血9

(%)

0.88土.11

1.18土.15

1.24圭.11

1.19土0.25

3.7^-10.2

5.84

12.8

2

A痴bk)tb reg血en(route)
AUC正)aza

(艮9・h加L)

Proteinbmdmg

(%)

pazufloxacm

ciprofloxacm

]evofloxacui

gatitloxac血

pru丘ESOX3C血

300皿g112h(1V)

300mg/12h(iv)

20〔吐ng〆12h(pφ)

200mg/12h(po)

200mg/12h(po)

263mg/12h(po)

26.66t4.9(1

14.98t2.78

10.84土0.42

39.76土2.30

25.4土4.2

12.82f3.50

19.1～23.8

35.8～42.7

35.8～42.7

47～52

165～21.8

50.9^-52.1

1)AUC:areaundertheconcentrationcurve

4.2.3使 用 菌 株

対 象 菌株 は近 畿 耐 性 菌 研 究 会 お よび 関西 医科 大 学 附属 病 院 に て 、 臨床 材 料 か ら検 出 され た

ESBL産 生Escherichiacoli50株 を用 い た。MIC値 はCLSI法6)に 準 拠 した微 量液 体 希釈 法(オ

プ トパ ネ ル:極 東 製 薬)を 使 用 し、biapenem(BPM),meropenem(MEPM),imipenem(IPM),

doripenem(DRPM),pazufloxacin(PZFX),ciprofloxacin(CPFX),levofloxacin(LVFX),

gatifloxacin(GFLX),prulifloxacin(PUFX)に つ い て 測 定 した。

4.2.4MonteCarloSimulation法

上記9薬 剤 の 第1相 臨床 試 験 にお け る薬 物 動 態 パ ラ メー タ と、本 対 象 菌 株50株 のMIC値

を用 い て 、Crystalba112000(構 造 計 画研 究 所)に よ り10000回 の シ ミュ レー シ ョン を実施 し、

カ ル バ ペ ネ ム系 薬剤 で はTimeaboveMIC(TAM)%を 、ニ ュー キ ノ ロ ン系薬 剤 で はAUC/MICを

使 用 し、P照PDタ ー ゲ ッ トに対 す る達成 率 を求 め有 効性 の 評価 を行 っ た。

29



4.3結 果

4.3.1各 薬 剤 の 感 受 性 成 績

各 薬 剤 のMIC測 定 結 果Table2に 示 し た 。MIC50/90はBPMO.03/0.06ｵg/ml,MEPM

O.03/0.03ｵg/ml,IPMO.125/0.25ｵg/ml,DRPMO.03/0.03ｵg/ml,PZFX2/16ｵg/ml,CPFX1/>32ｵg/ml,

LVFX2/32ｵg/ml,GFLXI/16ｵg/ml,PUFX1/32ｵg/mlで あ っ た 。

Table2.Invitroactivitiesofcarbapenemsandthe皿ewquinobnesagajnst50strah】sofESBL1)-producingE.coli

MIC(μ9刎)

AnhbioricM-C50M-C90range ≦
0.Ol50.030.060.1250.250512481632>32

doripenem

meropenem

pan基)enem

血ゆenem

biapenem

pazufloxacm

ciprofloxacm

levofloxacm

gatifloxacm

prulifloxac血

0.030.03≦0.015-0.06

0.030.03×0.015-0.06

0.060.250.06-0.25

0.1250250.125-0.25

0.030,06≦0.015-0.25

116≦0.OI5->32

2>32≦0.0!5->32

232×0.015->32

116×0.015->32

132×0.015->32

2226

2323

229

79

125

0ii

39

152

z

4

25196

22217

isz2

32112

13111

53311

61322

4123

3

3

3

1

3

210631

33512

14972

56831

55433

1)ESBL:extendedspectrumR-]actamase

4.3.2モ ン テ カ ル ロ シ ュ ミ レー シ ョンに よ るカル バ ペ ネ ム系 薬 剤 の達 成 率

モ ンテ カ ル ロ シ ュ ミ レー シ ョン に よ る カル バ ペ ネ ム 系薬 剤 のPKIPDタ ー ゲ ッ トに対 す る達

成 率 を表3に 示 した 。 通 常 投 与 量 ×2回 でBPM99.09%,MEPM99.60%,IPM68.32%,DRPM

95.03%、 倍 量 ×2回 で はBPM99.92%,MEPM100.0%,IPM84.81%,DRPM99.52%、 通 常 投 与 量

×3回 で はBPMlOO.0%,MEPM100.0%,IPM99.65%,DRPM100.0%で あ っ た。ニ ュー キ ノ ロ ン

系 薬 剤 のPK/PDタ ー ゲ ッ トに対 す る達 成 率 を表4に 示 した。cPFx(iv)36.10%,cPFx(po)

34.32%,PZFX41.05%,LVFX37.68%,GFLX3759%,PUFX35.75%で あ っ た。

Table3.MonteCazlosurnilationforcarbapenems

Antibiotic regunen
targetTmieaboveM-C(%)

zo 30 ao 50 60 70 80

biapenem

dαゆenem

meropenem

unipenem

300mgevery12h

600mgevery12h

300mgevery8h

250mgevery12h

SOOmgevery12h

250mgevery8h

SOOmgevery12h

1000mgevery12h

SOOmgevery8h

50(Jmgevery12h

10(10ivgevery12h

SOOmgevery8h

100

100

100

100

100

100

100

ioo

100

100

ioo

100

100

00

00

00

00

00

100

100

100

00

00

00

00

00

00

00

00

00

97.47

....

1111

99.09

99.92

ioo

95.03

99.52

ioo

"・1

100.00

100

68.32

84.81

99.65

90.76

97.54

99.97

45.91

74.16

..;.

6144

87.92

100.oo

30.52

47.47

91.78

55.08

80.39

99.03

8.70

23.84

91.58

.:.

25.44

99.36

11.37

20.38

68.42

17.03

39.92

96.06

1.08

4.11

57.21

0.06

1.22

83.05

4.64

8.95

42.67

3.21

12.03

84.17

0.09

0.66

21.72

!11

0.05

35.20

1.91

3.77

22.74
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Table6.MonteCarlosffnulationfornewquuiolones

舶t丑)iotiCS regnnen route
AUC/1vllC')

>125

pazufloxacin

ciprofloxacin

⑳ro且oxac血

levofloxacm

gati且oxac血

pn血 且oxaci11

30(hngevery12h

300mgevery12h

200mgevery12h

200mgevery12h

200mgevery12h

263mgevery12h

iv

iv

po

Po

Po

po

41.05

36.1

34.32

37.68

37.59

35.75

1)AUC/MIC:24h-area-under-the-concentrationcurve/MIC

4.4考 察

ESBL産 生菌 は通常セ ファロスポ リン系薬剤 を分解す る酵素 であ ることが知 られ てい る1)。

そ の基質特異性 か らア ミノグ リコシ ド系や ニューキ ノロン系薬 には交差耐性 は示 さない と考

え られてい た。Patersonら18)は 、ESBL産 生 菌 はア ミノグル コシ ド系やニ ュー キノロン系薬 を

含む他 の薬剤 に対 して も、通 常 よ りも耐性 化 してい る と報告 してい る。7力 国12の 施設 で血

液培養 よ り分離 され たK.pneumoniae85株 では、IPMお よびMEPMは 耐性株 が存在 しなか

った のに対 して、gentamicinで71%、piperacillin-tazobactamで47%、CPFXで20%が 耐性 であ

った としてい る。 また、その中で多剤 耐性ESBL(GM,CPFX,ST同 時耐性株)は1997年6月

か ら2002年12月 までで12.5%か ら26.9%に 増加 した としてい る。本検討 において も全 てのニ

ュー キノロン系薬剤 でMIC90が16ｵg!m1以 上 と高値で あった。 この よ うにESBL産 生菌 の増

加 と多剤 耐性化 が進 むなかで、そ の治療薬 に対す る有効性 を評価 してお くこ とは重要 であ る

と考 え られ た。今 回の検討で はモ ンテ カル ロシュ ミレー シ ョン法 を使用 して、カルバペネ ム

系お よびニ ュー キノロン系薬 に対 してPKIPDタ ー ゲ ッ トに対す る達成率 を求 め、臨床治療 上

の有効性 を求 めた。 モ ンテカル ロシュ ミレー シ ョン法 は、抗菌薬 の体内動態 と感 染原 因菌 に

対 す るMIC分 布 の母集 団を使用 し、解析 ソフ ト上で乱数 を発 生 させ てPKIPDタ ー ゲ ッ トに対

す る達成率 を算 出 し、原 因菌 に対す る抗菌薬 の治療効果 を評価す る方法 である19)。 また 、R

ラクタム薬や ニューキ ノロン系薬剤 な どの血 中濃度測定 が困難 な薬剤 については、 よ り精度

の高い治療効果 を血 中濃度測定無 しで予測す ることが可能 とな る。PKIPDタ ーゲ ッ ト値 はニ

ューキ ノロン系薬剤で はAUCIMICが>125、 カルバペネ ム系薬剤 ではTAMが40%と 設 定 し

た。 ニュー キノロン系薬剤 ではForrestら17)が 最初 に報告 し、グラム陰性菌感染症 に対す る

CPFXの 細菌学 的効果 はAUCIMICが<125で は28%で あったの に対 して、>125で は82%と 有

意差 が認 め られた と報告 され てい る。craigら16)がRラ クタム薬 のPK/PDタ ーゲ ッ ト値 は

TAM%で40-50%が 必 要で ある と報告 してい る。 また、 グラム陰性 菌 にお けるカルバペネ ム
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系薬剤 のTAM%は30%で 静菌的、50%で 殺菌的 とも してい る20)。今 回行ったモ ンテカル ロシ

ュ ミレーシ ョンの結果 か ら、カルバペ ネム系薬剤 では通 常投与量 ×2回 でIPM以 外 は90%以 上

の達成 率を示 した。IPMはMIC分 布 で も他 の薬剤 よ りも若 干高値 で あ り、その影 響 によ り達

成 率 も低 くな った と考 えられ る。現在 、Rラ クタム系薬剤 はP凹PD理 論 か ら1回 投与量 よ り

も投与回数 を増加 させ る ことで有効 率が高 くな る と考 え られ、実践 されつつ あ る。 しか し、

投与回数 を増やす こ とは 医療費、人件費等 が増 えるこ とにもっ なが る と思われ る。ESBL産 生

菌感染症 に対す るカルバペネム系薬 での治療はMEPM,DRPM,BPMに つ いては通 常投与量×2

回投与で十分 な効果 が期待 で きる と考 え られ る。一方 、ニュー キ ノロン系薬剤 ではすべて の

薬剤 で達成率 は50%以 下で あった。その 中でもPZFXが 最 も達成率 が高 く41.05%で あった。

Moczygembaら の報告21)で も、ESBL産 生菌 の>125の 達成率 はLVFX,GFLX,CPFXで2～13%

であった としている。 ニュー キノロン系 の薬剤では1回 投 与量を増加す ることで有 効率が高

くなる と考 え られ ている。しか し、評価 はAUCで 行 うため に1日 投 与量の増加 がない場合 に

は有効率 を高 くす ることは難 しい と考 え られ る。ESBL産 生菌 に対す る治療にニ ューキ ノロン

系薬剤 を使用す る場合 には、慎重 な投 与が必要 である と考 え られ る。単 にMIC分 布 やCLSI

のブ レイ クポイ ン トにての薬剤 の評価 だけでな く、PKIPD理 論 に基づ く評価 を行 うこ とで治

療 に即 した評価 を行 うことができ ると考 えられ る。今 回、ESBL産 生E.coliに ついてモ ンテ

カル ロシ ュ ミレーシ ョン法用 いてカル バペ ネム系お よびニューキノ ロン系薬剤 のPK/PDタ ー

ゲ ッ ト値 に対す る達成 率 を求 めたが、本手 法 を用 いて様 々な薬剤 、菌種 につい て行 うこ とで、

その感染症 に対す る最適 な投与方法が明 らか とな り、PK/PD理 論 に基づ いた治療 を行 うこ と

が可能 とな る と思われ る。
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第5章

日本 に お け る 臨 床 材 料 か ら のESBL産 生EscheYichiacoli,

Klebsiellaspp.お よ びP70伽5〃 癖 αゐ燃 の 疫 学 解 析

5.1目 的

Extended-spect㎜ β一lactamase(ESBL)-producing腸 内 細 菌 は1983年1)に 最 初 に報 告 され て

以 来 増 加 の 一途 を辿 って い る。 加 え て 、 院 内感 染 の み な らず 市 中感 染 症 に お い て も世 界 的 に

問題 とな っ て い る2)。ESBL産 生株 は腸 内細 菌 にお け るセ フ ァ ロ ス ポ リン系 抗 菌 薬 耐性 の原 因

の多 くを 占め て い る。 ま た 、 そ の遺 伝 子 の ほ とん どが プ ラス ミ ド上 に存 在 し、近 年 増 加 傾 向

に あ る原 因 の一 つ と もな って い る。

ESBLはTEM-1、TEM-2、SHVな ど古 典 的 なClassA(3ラ ク タマ ー ゼ の遺伝 子 変 異 が原 因 で あ

る。 ま た 、 それ らの 酵 素 は グ ラ ム 陰性 桿 菌 特 に腸 内 細 菌 で は一 般 的 に獲 得 して い る こ とが 多

い3)。2000年 以 前 のESBL産 生 株 は 、TEM型 やSHV型 のRラ ク タマ ー ゼ の ア ミノ酸 が1か

所 変 異 した もの が多 くを 占 め て い た。1990年 代 に は それ らTEM型 やSHV型 のESBLを 産 生

す るEscherichiacoliやKlebsiellapneurnoniaeに よ る 院 内感 染 が多 く報 告 され てい る3).さ ら

に、1990年 代 後 半 にはCTX-M型 と呼 ば れ るESBL産 生E.coliが 世 界 中で 報 告 され る よ うに

な った3,4)。CTX-M型 は1988年 に 日本 でE.coliか らToho-1型ESBLと 呼 ば れ る遺 伝 子 が検

出 され た の が最 初 で あ る5)。 最 近 、 それ らの 多 くはCTX-M型 のE.coliで 検 出 され 、特 に 市

中感 染 で増 加 傾 向 に あ る。さ らに 、CTXM型ESBLを 生 産 す るE.coliは 、米 国 、ヨー ロ ッパ 、

ホ ン コン 、イ ン ドな どで は 、 若 い 女 性 の市 中 に お け る尿 路 感 染 症 の原 因 と して 増 加 して い る

と報 告 され てい る 礁9)。 ま た 、ESBL産 生株 の 市 中で の増加 は 抗 菌薬 の選 択 に影 響 を及 ぼ し

て い る。

CTX-M型 は50種 類 以 上 の遺 伝 子 型 が あ り、そ れ らはア ミノ酸 配 列 の違 い か ら大 き く5つ の

グル ー プ(CTXM-1,CTM-M-2,CTX-M-8,CTX-M-9,andCTX-M-25)に 分 け られ てい る4)。 中 で

も、CTX-Ml5型E.coliO25:H4-STI31株 は世 界 的 に蔓延 し、加 えて 多剤 耐性 化 の傾 向 が あ

るた め特 に注 意 が必 要 な株 で あ る と考 え られ て い る2・10,11・12・13・14'15'16).

そ こ で 、 こ の研 究 で は 日本 の 近 畿 地 区 にお け るESBL産 生E.coli,Klebsiellaspp.Proteus

mirabilisの 検 出動 向 を1999年 か ら2010年 まで の10年 間 に わ た っ て調 査 した 。
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5.2対 象 お よび方法

5.2.1対 象

対 象 は 、近 畿 地 区 にお け る18施 設(病 院:17施 設 、検 査 セ ン ター:1施 設)で 検 出 され た

菌 株 を用 い た。 菌株 は2000年 か ら2009年 に各 種 材 料 か ら検 出 され たE.coli25,320株 、K.

pneumoniae11,582株,K.oxytoca2,933株 お よびP.mirabilis1,187株 の合 計40,522株 を使 用

した。 検 査 方 法 は そ れ ぞれ の検 査 室 で 実 施 して い る方 法 を採 用 した 。 対 象 菌 株 は1患 者1株

と した

5・2・2.ESBL判 定 基 準

ESBL産 生 株 の ス ク リー ニ ン グ基 準 は 、cefpodoxime(CPDX)のMIC値 が>2Fg!血 を示 す 株

と した。 基 準 を満 た した 株 は、double-discsynergy(DDS)test(amoxicillinclavulanicacid(20ｵg

perdisk/10ｵgperdisk),cefotaxime(30ｵgperdisk),ceftazidime(30ｵgperdisk),cefepime(30ｵg

perdisk))を 実 施 し、ESBL産 生 の確 認 を行 っ た17).DDST陽 陸株 は 、PCR法 に よ り遺 伝 子 型

を決 定 した。

5.2.3PCR法 に よ るESBL遺 伝 子型 の決 定

DDST陽 性 株 はPCR法 に よ りSHV型,TEM型,CTX-M型 をス ク リー ニ ン グ し、さ らにCTX-M

型 は4グ ル ー プ に分 類 した18・19)。PCR法 に用 い るDNAは 、菌 液 を100℃15分 間加 熱 処 理 後 、

12500回 転5分 遠 心 後 の上 清 を使 用 した。PCR法 に 使 用 したDNA濃 度 は0.1ng!lnlと した 。

CTX-M型 の グル ー ピ ン グは 、以 下 に示 す4グ ル ー プ を特 異 的 に検 出可 能 な プ ライ マ ー を使 用

した(groupM1:CTX-M-1,-3,-10to-12,-15,-22,-23,-28,-29,-30;groupM2:CTX-M-2,-4to-7

-20 ,Toho-1;groupM8:CTX-M-8;groupM9:CTX-M-9,-13,-14,-16to-19,-21,-27,Toho-2.)。

PCR産 物 は、2%ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を使 用 し、エ チ ジ ン ブ ロマ イ ド染 色 に よ り確 認 した。

5.2.4E.coliCTX-M15025:H4ST131型 の検 出

PCR法 に よ りCTX-M1グ ル ー プ と決 定 したE.coliに っ い て 、0抗 原 お よびH抗 原(デ ン カ

生 研)の 血 清 型 別 を実施 した 。 グル ー プM1025:H4のE.coliに つ い て ダ イ レ ク トシー ケ ン

ス 法 を使 用 し、CTX-M15の 確 認 を行 った 。.CTX-Ml5025:H4と 確 定 したE.coliはMultilocus

sequencetyping(MLST)を 用 い てST型 を決 定 した(httu://mist.ucc.ie/dbs!E.coli).
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5.2.5プ ラ ス ミ ドレプ リコ ン型

Carattoliら の方 法20)を 用 い て検 出 され た837株 の プ ラス ミ ドレプ リコ ン型 を解 析 した 。 方

法 は18種 類 の プ ライ マ ー セ ッ ト(FIA,FB,FIC,HI1,HI2,11-lc,LIM,N,P,W,T,A/C,K,B/0,X,

Y,F,FII)を 用 い てmultiprexPCR法 に よ り決 定 した。

5.2.6経 口抗 菌 薬 に 対 す る薬剤 感 受 性

経 口抗 菌 薬 に 対 す る感 受 性 試 験 はamoxicillin-clavulanicacid(CVAIAMPC),minocycline

(MINO),levofloxacin(LUFX),fbsfbmycin(FOF),colistin(CL),dtrimethop血i-sulfamethoxazole

(SXT)の6薬 剤 に つ い て 実 施 した 。 方 法 はClinicalandLaboratoryStandardsInstitute(CLSI)21)に

準 拠 した微 量液 体 希 釈 法(栄 研 化 学)を 使 用 した。 標 準菌 株 と して 、E.coliATCC25922お よ

びE.coliATCC35218を 使 用 し精 度 管 理 を行 った。 ま た 、薬 剤 感 受 性試 験 結果 はcLsI基 準 に

基 づ き判 定 を行 っ た22).

5.3結 果

5.3.1ESSL検 出

2000年 か ら2009年 の10年 間 で 、E.coli24856株 、K.pneumoniae11582株 、K.oxytoca2933

株 、P.mirabilisl187株 、総 数40587株 が解 析 対 象 で あ っ た。ESBLの 分i頻 度 を表1お よび 図

1に 示 した。 検 出 率 は 、E.coliで2000年2株(0.24%)で あっ た の に対 して 、2009年224株

(7.25%)と 大 幅 に増 加 した 。 ま た 、K.pneumoniaeで0%か ら2.44%、K.oxytocaで0%か ら

1.18%の 増 加 で あ っ た。P.mirabilisは2004年 か らの調 査 で 、6.97%か ら12.85%と 増 加 した 。

調 査期 間 を5年 毎 の推 移 で 見 る と2000年 か ら2004年 の0.42%か ら2005年 か ら2009年 の3.4%

と増 加 した。

35



30010

9

2508

.一.

莖6駕o=
气4言

0

250

1

00
2000200120022003200420052006200720082009

FigurelDistributionofdetectionamongextended-spectrum(3-lactamase(ESBL)-positiveEscherichiacoli,Klebsiella
oxytoca,Klebsiellapneumoniae,andProteusmirabilisinhospitalsandassociatedhealthcarefacilities,2000-2009

TablelNumberofisolatesofFSBLineachterm

No.ofisolates(%)
Organism

2000200120022003200420052006200720082009Total

collectedstrains

E.coli

ESBLD

82012973013309528132429306228062897308825320

2(0.24)7(0.54)15(G.50)12(0.42)15(0.53)62(2.55)89(2.91)101(3.60)工42(4.90)224(7.25)669(2.64)

collectedstrains

Kpneumoniae

ESBL

5429061487146811441146718120512371229]1082

0(0.00)1(0.ll)7(0.47)4(027)0(0.00)10(0.87)5(0.70)8(0.66)20(1.62)30(2.44)85(0.77)

coUectedSlid血s

Koxytoca

ESBL

15422840035638331920134工2972542933

0(0.00)0(0.00)0(0.00)0(0.00)0(0.00)0(0.00)0(0.00)0(0.00)0(0.00)3(1.18)3(0.10)

collectedstla血s

P.mirabilis

ESBL

NTNTN丁NT2012141182512241791187

A'TNTNTNT14(6.97)6(2.80)3(2.54)]0(3.98)24(10.71)23(12.85)80(6.74)

collectedstrains

Total

ESBL

151624314900491945414108409946034175475040522

2(0.13)8(0.33)22(0.45)16(0.33)29(0.64)75(1.83)97(2.37)115(2.59)186(4.00)286(5.89)837(2.07)

1)ESBL:Extendedspectnmmbeta-lact

5.3.2ESBL遺 伝 子 型

調 査期 間 に検 出 され た 遺 伝子 型 の推 移 をE.coliを 図2に 、K.pneunaoniaeを 図3に 示 した。

10年 間 で最 も多 く検 出 され た遺 伝 子 型 はE.coliでCTX-M9型374株(55.9%)、K.pneumoniae

でCTX-M2型38株(44.7%)、P.mirabilisはCTX-M2型 で79株(98.8%)で あ った 。E.coli

のCTX-M9型 は2005年 か らは増加 傾 向(25株 →144株)に 、CTX-M1型 は2006年 か ら増 加

傾 向(11株 →57株)に あ った 。SHV/TEM型 の検 出 は、E.coliでSHV型19株(0.08%)、TEM

型6株(0.025%)、K.pneumoniaeでSHVI4株(0.12%)、TEM型2株(002%)で あ った 。 世

界 的 な拡 散 が 問題 とな って い るE.coliCTX-M15025:H4STI31株 は2007年 に初 めて 検 出 さ
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れ 、 以後3年 間 で17株(1.0%)検 出 され た 。
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5.3.3プ ラス ミ ドレプ リコ ン型

レプ リコ ン タイ プ の 結果 を表2に 示 した 。E.coliで はIncFgroupが 多 くを 占め 、特 にFrB

が466株(69.7%)で 検 出 され た。 次 い で 、FIA336株(50.2%)、11-183株(12.4%)、N65

株(9.7%)で あ った。 平 均 の プ ラス ミ ド取得 数 は1～1.84%で あ り、複数 の タイ プ を保有 して

い た。CTX-M15025:H4ST131株 は全 てhlcFIA+FBで あ った 。K.pneumoniaeで は47株

(55.3%)がNタ イ プ で あ っ た。平 均 の プ ラ ス ミ ド保 有 数 も1～1.05で あ り、単 一 の もの が ほ

とん どで あ った 。P.mirabilisで は77株(96.3%)がIncTで あ っ た。

Table2NumberofrepliconsinparentalstrainsofESBLproducingstrains.

Strains
Genotypegroupi>

(no.ofisolates)

Repricontype A皿repHcontypes

AICFIIFIAFBFICH12HIlHI211-1KL/MNPTYnontypetotalmean㍗

E.coli

CT'X-MIgoup(174)O

CTX-M2goup(95)2

CTX-Mggoup(374)2

SIIVgroup(19)1

T'EMgroup(6)0

0

0

1

0

0

.;

3870

193300

613

14

0

2

1

0

0

z

1

0

0

0

z

i

O

O

O

z

O

O

O

1

25035406

130038213

370222318

7000001

0100000

5

4

7

1

0

231

175

577

29

7

1.33

1.84

1.54

1.53

Ll7

K.pneumoniae

CI'X-MIgoup(16)O

CTX-M2group(38)O

CTX-Mggroup(14)2

00000000171006161

01100000031000640LOS

OOOOOOOOO80012141

P.mirabilis CT)(-N£2group(79)00012000000007600791

1)CrX-MIgoup:incl血g〔TX-M-1,-3,-10【o-12,-15,-22,-23,-28,-29and-30:CrX-M2皐roup:includingCTX-M-2,-4[o-7and-20,andToho-1;〔7X-Mggroup,including(TX-M-9,-13.

-ia,一 】6to-19,-21and-27
,a皿d丁oho-2.

?)Theaverageplasmid-camingrate
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5.3.4経 口抗 菌 薬 感 受 性(Table3)

経 口抗 菌 薬 の薬 剤 感 受 性 試 験 結果 を表3に 示 した 。E.coliでLUFX32.2%,MINO62.6%,ST

44.3%,FOM93.7%,CVAIAMPC47.2%,CL96%で あ っ た。 遺 伝 子 型 別 で は 、CTX-M2groupの

LVFX感 受 性 率 が他 の タイ プ よ りも高値 で あ っ た。K.pneumoniaeで は 、LVFX86.9%,MINO

21.4%,ST46.4%,FOM83.3%,CVA/AMPC51.2%,CL86.9%で あ っ た。 遺 伝 子 型 別 で は 、

TEMISHVgroupのST感 受 性 率 が0%と 他 の タイ プ よ りも低 値 で あ っ た。E.coliでLVFX32.2%,

M】NO62.6%,ST44.3%,FOM93.7%,CVA/AMPC47.2%,CL96%で あ っ た。P.〃zirabilisで は 、

LVFX15.2%,MINOO%,ST64.6%,FOM50.6%,CVA/AMPC100%,CLO%で あ っ た。

Table3SusceptibilityoforalantibioticsineachFSBL

susceptibility%'1

Antibiotics E.coli K.pneumoniae P.mirabilis

CTX-MlCTX-M2CTX-MgSHV/TEMCTX-MlCTX-M2CTX-MgSHV/TEM
Total

9・・upz)9…p3)group9°)9・ ・up
Toth

gn)upz)group3)group94)group

Total(%)
CTX-M2group3)

levofloxacin17.250.528.328

minocycline59.852.676.748

SXTs>61.545.331.636

fosfomycin89.193.796.896

AMC6)42,522.16564

colistin97.793.794.9100

32.2

62.6

44.3

93.7

47.2

96

7589.564.310086.9

31.318.402521.4

68.842.164.3046.4

56.389.510010083.3

43.857.935.75051.2

87.586.864.310086.9

15.2

0

.一.

50.6

ioo

O

36.1

52.5

46.5

88.6

52.6

85.9

1)susceptibility:cliteriaofCLSIM100-S20inEnterobacteri

2)CTX-Mlgroup:includingCTX-M-1,-3,-10to-12,-15,-22,-23,-28,-29and-30

3)CTX-MZgroup:includingCTX-M-2,-4toJand-20,andToho-1

4)CTX-Mggroup:includingCTX-M-9,-13,-14,-16to-19,-21and-27,andToho-2.

5)SX1':triffithoprinrsulfauethoxazole

6)AMC:aロD"11'1v1'id

5.4考 察

本検討 にお いて、2000年 か ら2009年 にわた る長期 のサーベ ランスの結果、10年 間でESBL

産 生E.coliが0.24%か ら7.25%と 約30倍 増加 した こ とが分 かった。Fangら22の 調査 ではス ウ

ェーデ ンにお いて2001年 か ら2006年 で約10倍 増加 してお り、同時期 の調 査結果 と比較す る

とほぼ同等 の結果 であった。近年、KPC23)やNDM-124)と いった遺伝 子 を獲 得 した腸 内細菌 の

報告 が相 次い でい る。 目本 にお ける検 出は今 だ少数 であ り、本検 討が今後 この よ うな耐性 菌

の増加傾 向の予測 に役立つ と考 え られ る。

今 回の調 査 で、日本 の近畿地域 にお けるESBL産 生E.coli、Klebsiellaspp.、P.〃zirabilisのESBL

遺伝子型 の動 向が明確 となった。日本 にお けるCTX-M型ESBL産 生腸 内細菌 の調 査はShibata

ら25)が行 ってい るが、その調査 の 中ではE.coliの168株 中89株 がCTX-MgGroupで あった と

報告 してい る。特 に、CTX-M9はE.coliで 多 く検 出 され 、 日本 において最 も拡散 してい る遺
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伝子型 と推測 され る。本調査 において も同様 にE.coli669株 中374株 がCTX-M9型 であっ

た。特に2007年 以 降はCTX-M2の 減少 に反 して増加 している ことがわか った。CTX-M2型 は

家畜 な どの食料 品か ら多 く検 出 され る ことがわか ってお り26)、 それ らに対す る調 査 ・対策 が

行われ始 めたこ とも影響 があ るのではないか と考 え られ た。一方 、CTX-M1型 は微 増 であっ

た。CTX-M1型 で世界的 にも問題 とな ってい るCTX-M15025:H4ST131E.coliの 動 向は 日本

で はわかっていない。 また、調査 され た報告 の中で も、本株 に対 す る結果 がないのが現状 で

ある。本検討 において 日本 にお ける動 向が明 らか となった と考 える。 アジアにお ける報告 は

Hawkeyら が行 ってい る。また、イ ン ドやパ キスタ ンにおけ る動 向も報告 され てい る。問題 点

は、病院 内だけでな く市 中にお ける尿路感染 症 か らの検 出や 多剤 耐性株 の検 出である と して

い る。本調査でCTX-M15025:H4ST131E.coliが2007年 には存在 した こ とが証明 され、継

続 して検 出 され てい るこ とか らも、 日本 において も本株 が定着 してい る と考 え られ る。 市 中

にお ける検 出が現状 では多 くない もの の、今後 の動 向に注意 が必要 であ る。プラスミドレプリコ

ンタイプ の調 査 は、ESBL産 生菌 の拡散 や危 険1生につ いて知 ることが可 能である。CTX-M型 の

ESBL遺 伝子 は、狭い宿主域非互換 性タイ プ(つ ま りIncFI、IncFII、IncHI2お よびhlcl)あ るい

は広い宿主域非互換 性タイ プ(つ ま りInch、IncP-1-a、IncL/Mお よびIncA/C)に 属す るプラス

ミ ドによってコー ド化 され てい る27)。本調査 では、E.coliで は遺伝子型 に関わ らず、IncFgroup

が多 くを 占めた。 また、2種 類以上 のプ ラス ミ ドを獲得 した株 も多 く、複数保有 してい るこ

とがわか った。他 の報告28)に おいて も、E.coliで はlhcFgroupの 検 出が多 く、同様 の結果で

あった。 また、Il-1やNと い った型 も10%程 度 には認 め られ 、E.coliは 多 くの クロー ンが存

在す るこ とが示唆 され た。市 中にお ける拡散 はこれ ら様 々な種類 の クロー ンが違 った形 で広

がってい る ことが考 え られ た。一方 で、K.pneumoniaeで はN型 が、P.mirabilisで はT型 が ほ

とん どを 占め、単一の クロー ンも しくはプ ラス ミ ドが拡散 してい る可能性が示唆 され た。 特

に これ ら2菌 種で は、 院内感染 にお け る検 出が多 く報告 されてい る29,3°,31)。本調査 で も両菌

種 ともに同一施設 、同一病棟 での検 出 も散 見 されてお り、E.coliと は違 った拡散様 式 を示す

と考 え られ た。 菌種に よ り特徴 があるため、それ らに合 わせ た対策 を とる必要が ある と思わ

れ る。

近年 、CTX-M型ESBL産 生株 の市 中へ の拡散 が問題 となってい る中で、特 に女性 の尿路感

染症 か らの検 出が増加 してい ると報告 され てい る6,7,8,9)。市 中へ の拡散 は、外来治療 にお ける

抗 菌薬選択 を難渋化 させ ると考 え られ 、経 口抗菌薬でESBL産 生菌に有効な薬剤 は多 く存在

しない。 特 に女性 には妊娠 の問題 もあ り、そ のよ うな患者 で尿 路感 染症 を発症 した場 合 には
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さらに使 用可能 な薬剤 が限 られて くる。 近年の報告で は、キノ ロン系薬剤 の耐性 が特に問題

視 されてい る32)。本調査において も、キ ノロン系薬剤 はE.coliで 耐性 率が高 く、約70%は 耐

性で あった。特 にCTX-M15025:H4STI31を 含むCTX-Mlgroupは 約85%耐 性 と最 も高 く、

キノロン系薬剤 は治療薬 として期待 はで きない。E.coliに 対 して はFOMの 感受性 は保たれ て

い るた め、サ ンフォー ドガイ ドライン33)に もあるよ うに3g/dayに お ける治療が推 奨 され る。

一方
、K.pneumoniaeで は、キノ ロン系 は80%が 感 受性で あ り、肺炎 な どの場合 にお いて も十

分 に有効性 が期待 で きる結果で あった。抗菌薬感受性 は、菌種 と遺伝 子型 によ り相違が ある

ため、疫学 的背 景調 査結 果な どによ りそ の地域 にお ける選択薬剤 を決定 してい く必要が あ る

と考 え られ た。

ESBL産 生E.coliの 検出率は、欧米やアジアの他 のエ リア と比較 して低値 であった。 この

理 由の1つ に、各国で汎用 され る抗菌薬 に相違 があ ることが考 えられ る。 日本 においては、

カルバペネ ム系や オキサセ フェム系 が多 く使用 され、 これ らはESBL産 生菌に対 して有効性

が高いた めにESBL産 生株 の検 出率 の増加 が他 国ほ どではない と考察 され る。しか しなが ら、

近年抗菌薬適 正使 用 の観 点 か ら、特 にカルバペネ ム系抗 菌薬 の使 用 に関 しては抑制 され る方

向にある。 これ らの影響 に よ り今後 目本 にお いてもESBL産 生菌の増加 が懸念 され る ところ

である。

本調査 において、 日本 にお けるESBL産 生E.coli、Klebsiellaspp.、P.mirabilisの 疫学 的な背

景を示す ことができた と考 える。腸 内細菌 におけるRラ クタム系薬耐性 は様 々な遺伝子 が知

られ てお り、世界的 にも重要 な耐性菌の報告が相次いでい る。今後 も、ESBL産 生菌 を中心 に

各種耐性菌 に対す るサーベ ランスの強化 を行 い、その拡散 を予 防す る必要があ る。
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総括

研 究 にお い て,日 本 に お け るESBL産 生 菌感 染 症 の検 出 、血 液 か らの腸 内細 菌 にお け る各

R一ラ ク タマ ーゼ 産 生 菌 の検 出動 向 、ESBL産 生E.coliに 対す る抗 菌 力 の検 討,お よびESBL

産 生 菌 の疫 学調 査 を行 い,以 下 の知 見 を得 た。

・sxv型ESBL産 生 菌 に よ る感 染 症 例 を検 出 し、 日本 にお け る本 型 の感 染 症 例 の報 告 と し

て は 、 国 内 で最 初 の もの で あ っ た。 国 内 で はCTX-M型 のR一 ラ ク タマ ー ゼ を産 生 す るE.

coliやK.pneumoniaeが 各 地 か ら分 離 され て い る が 、今 回 の症 例 に よ り関西 地 区 に も

SHV型ESBLを 産 生 す るCAZ耐 性E.coliが 存在 す る こ とが確 認 され た 。 ま た、 隣 国 の

韓 国 で も、同 時期 にSHV-12が 分 離 され て い る。 これ らの事 実 は 、今 後 、 日本 にお い て も

欧 米 と同様 にESBL産 生 菌 の動 向 に注 意 を払 っ て行 く必 要 が あ る こ とを示 して い る。 感

染 症 例 と して は最 も腸 内 細 菌 が 関与 す る で あ ろ う腹 腔 内感 染 症 よ り分 離 され た。 この こ

とは今 後 の動 向 に よっ て は 術 後感 染 な どで治 療 が難 渋 化 す る症 例 が増 加 す る こ とが 予 想

され る。 した が っ て 、ESBL産 生 菌 に よ る感 染 症 で あ る こ との 早期 発 見 が 、適 切 な治 療 に

結 び っ く と考 え られ る。

・1991年 か ら2000年 の10年 間 に血 液 培 養 か ら検 出 され た腸 内細 菌 科329株 にっ い て,

ト ラ クタ ム薬 耐 性機 序 に 関す る解 析 を行 った 。 薬 剤 感 受 性試 験 の 結 果 はEscherichiacoli,

Klebsiellapneumoniaeで は 第3世 代 以 降 の セ フ ェ ム 系 薬 剤 や カ ル バ ペ ネ ム 系 薬 剤 の

MIC90が0.5ｵg/mL以 下 と良 好 な 感 受 性 を 示 した 。 一 方 で 、Enterobactercloacae,

Citrobacterfi°eundii,Serratiamarcescensで は 第3世 代 セ フ ェム はや や 劣 るも の の,第4世

代 薬 や カル バペ ネ ム系 薬 は比 較 的 良好 で あ っ た。 菌 種 別 の耐 性 率 で はceftazidimeで 比 較

す る とE.cloacaeが もっ と も高 く50.5%で あ った 。Double-disksynergytest(DDST)試

験 陽 陸は19株,2-mercaptopropionicacidtest(2-MP)陽 性は5株 存 在 し,耐 性 遺 伝 子 は

Extendedspectn㎜ β一lactamase(ESBL)産 生 遺 伝 子CTX-Ml/3型 が19株 中18株 検 出

され,1netallo-R-lactamase(MBL)産 生 菌 は5株 す べ てIMP-1型 で あ った 。 また,1991

年 に 検 出 され たK.pneu〃aoniaeで はSHV型ESBL産 生 菌 の存 在 が確 認 され た 。臨床 背 景

調 査 で は基 礎 疾 患 と して 悪性 腫 瘍 や脳 血 管 障 害 な どの比 較 的 重 症 例 が 多 く,全 例 でIVH
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カ テ ー テ ル が挿 入 され て い た。ESBL産 生 菌 検 出 患者 で は カル バ ペ ネ ム系 や ア ミノ配 糖

体 薬 の 投 与 で,MBL産 生菌 検 出 患 者 で はaztreonamの 投 与 で 臨 床 症 状 が 改 善 され,治 療

効 果 が 期 待 され る結 果 で あ った 。 本 検 討 で は、 敗 血 症 患 者 か らもESBL産 生 菌 が 検 出 さ

れ 、重 要感 染 症 に お け る関 与 も確 認 され た 。 ま た 、1991年 に はESBL産 生株 が 存 在 した

こ と も明 らか とな っ た。

・ESBL産 生 菌 はそ の基 質 特 異 性 か らペ ニ シ リ ン系 、セ フ ァ ロス ポ リ ン系 、モ ノバ クタ ム 系

には 耐 性 を示 す こ とが知 られ て い る。そ のた め、有 効 薬 剤 が 限 られ た もの に 限 定 され る。

本 検 討 で はESBL産 生E.coliに 対 す る カル ベ ペ ネ ム 系 お よび ニ ュ ー キ ノ ロ ン系薬 の 有 効

性 につ い てPK/PD理 論 に 基 づ くモ ンテ カ ル ロ シ ミ ュ レー シ ョン を使 用 して評 価 した。

PK/PDパ ラ メー タ は 、カル バ ペ ネ ム 系 はTAM%を 使 用 しそ の ター ゲ ッ ト値 を40%と した。

ニ ュ ー キ ノ ロ ン系 はAUCIMICを 使 用 し、 そ の ター ゲ ッ ト値 を>125と した。 薬 剤 感 受 性

は カ ル ベ ペ ネ ム系 で はPM以 外 はMIC50で0.03ｵg!lnlと 低 い 値 を示 した 。 一 方 、ニ ュー

キ ノ ロ ン系 薬 で はMIC50が1～2ｵg/mlと カ ル バ ペ ネ ム系 に比 べ て高 値 を示 した。 モ ンテ

カル ロ シ ュ ミ レー シ ョン に よ るカ ル バ ペ ネ ム系 薬 剤 のPK/PDタ ー ゲ ッ トに対 す る達 成 率

は 、 通 常 投 与 量 ×2回 でBPM99.09%,MEPM99.60%,DRPM95.03%とIPM以 外 は 良 好 な

達 成 率 で あ った。 ニ ュー キ ノ ロ ン系 薬 で は 、最 も達 成 率 が高 い もの で もPZFX41.05%で

あ っ た 。今 回 、ESBL産 生E.coliに っ い て モ ンテ カ ル ロ シ ュ ミ レー シ ョン法 用 い て カ ル バ

ペ ネ ム 系 お よび ニ ュー キ ノ ロ ン系 薬 剤 のPK/PDタ ー ゲ ッ ト値 に対 す る達成 率 を求 め た。

ESBL産 生E.coliに 対 す る感 染 症 治療 は カル バ ペ ネ ム 系 薬剤 が よ り有 効 で あ る結 果 で あ

った 。

・ 本 調 査 は 、 日本 の 近 畿 地 区 にお け るESBL産 生E .coli、Klebsiellaspp.、P.〃ziYabilisの 分 子

疫 学 とそ の背 景調 査 を行 っ た。2000年 か ら2009年 の10年 間 で 、E.coli669株(2.80%)

検 出 され た。検 出 率 は 、E.coliで2000年0.24%で あ っ た の に対 して 、2009年7.25%と 大

幅 に増 加 した。 ま た 、K.pneumoniaeで0%か ら2.44%、K.oxytocaで0%か ら1.18%の 増

加 で あ っ た。P.mirabilisは2004年 か らの調 査 で 、6.97%か ら12.85%と 増 加 した。 最 も多

く検 出 され た遺 伝 子 型 はE.coliでCTX-M9型374株(1.57%)、K.pneumoniaeでCTX-M2

型38株(0.34%)、P.mirabilisはCTX-M2型 で79株(0.7%)で あ った 。 世 界 的 な拡 散 が

問題 とな っ て い るE.coliCTX-M15025:H4STI31株 は2007年 に初 めて 検 出 され 、以 後
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3年 間で16株(1.0%)検 出 され た。 レプ リコンタイ プは、E.coliで はIncFgroupが 多 く

を 占め、特 にFIBが466株(69.7%)で 検 出 された。平均 のプ ラス ミ ド取得数 は1～1.84%

であ り、複数 のタイプ を保有 していた。K.pneumoniaeで は47株(55.3%)がNタ イ プ、

P.〃airabilisでは77株(96.3%)がhcTで あっ た。経 口抗菌薬 に対す る感 受 性 で は

Levofloxacinの 感 受性率がE.coliで32.2%,K.pneumoniaeで86.9%、P.mirabilisで15.2%

と菌種 に よ り差 が あった。本調査 において、日本 にお けるESBL産 生E.coli、Klebsiellaspp.、

P.mirabilisの 疫学的 な背景 を示す こ とができた と考 える。腸内細菌にお ける βラクタム系

薬耐性 は様 々な遺伝子 が知 られ てお り、世界的 にも重要 な耐性菌 の報告 が相次 いでい る。

今後 も、ESBL産 生菌 を中心 に各種耐性菌 に対 す るサーベ イ ランスの強化 を行 い、そ の拡

散 を予 防す る必要 がある。

本研 究 によ り,ESBL産 生菌 に対す る感染症 例の 臨床背景、経 口薬 お よび注射薬 の各種抗菌

薬 の抗 菌力、 目本 にお けるESBL産 生菌の検 出動 向 と遺伝子型 が明 らか となった。 日本 にお

いてESBL産 生菌 の最初 の検 出か らお よそ10年 後 には10%に もお よぶ検 出率 となる こ とが 明

らか とな り、耐性菌 の拡散の動向 を把握す ることがで きた。 また、近年様 々な耐性菌 に よる

感染症例 や病院 内感染 例が報告 され る中で、新 しい遺伝子型 の耐性 菌 も問題 とな ってい る。

本研 究 はそれ らの新 しい遺伝子 型 の耐性 菌 の動 向予測 の参 考 にな る と思われ る。加 えて、

ESBL産 生菌 は病 院内感染 だけでな く、市 中において も広 が りを見せてお り、抗菌薬 の選択 に

難渋す る こ ととなってい る。本研 究で は、経 口抗 菌薬お よび注射薬 の抗 菌力 を把握 す ること

ができ、今後 の抗菌薬適正使 用 に貢献で きる もの と考 え られ る。
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につい て,第55回 日本化学療 法学会 総会(仙 台,2007年6月)

36)中 村竜也 、清水 千裕 、高橋伯 夫:MonteCarloSimulationを 使用 した 各種 臨床 分離株 に対

す るキノロン系薬の有効性評 価,第56回 日本化 学療 法学会(岡 山,2008年6月)

37)中 村竜也 、清水千裕 、平川 要、乾佐 知子、奥 田和之、中田千代 、藤本 弘子 、大倉 ひろ枝 、

高橋伯夫:自 動細菌 同定感 受性 測定機 器 にお けるESBL産 生腸 内細菌検 出の精度及 び迅

速 同定 に関す る検討,日 本 臨床 検査 自動化学会第40回 大会(横 浜,2008年10月)

38)中 村竜也 、清水 千裕 、平川 要 、乾佐知 子 、奥 田和之 、 中田千代 、藤本 弘子 、大倉

ひ ろ枝 、植 村芳子 、高橋伯夫:OXA型Carbapenemaseを 産生す るMulti-DrugResistant

A.baumanniiの 検 出 について,第20回 日本 臨床微生物学会総会(仙 台,2009年1.月)

39)中 村竜也 、木下承晧:近 畿地 区にお けるEscherichiacoli,Klebsiellaspp.お よびProteus

mirabilisか らのESBL産 生菌の分離調査(第9期 調査),第20回 日本 臨床微生物学会総 会

(仙台,2009年1月)

40)中 村竜也 、清水千裕 、乾佐知子 、奥 田和之、 中田千代 、藤本 弘子 、大倉 ひ ろ枝 、高橋伯

夫:百 日咳感染症 の早期診 断にお けるreal-timePCR法 の有用性,第24回 日本感環境感 染

学会総会(横 浜,2009年2月)

41)中 村竜也 、清水 千裕 、奥 田和之 、中田千代 、藤本弘子 、宮崎浩彰、松 田公志、高橋

伯夫:POT法 に よるMRSA迅 速疫 学解 析の効 果 にっいて,第83回 日本感染症学会総 会

(東京,2009年4月)

42)中 村竜也 、清水千裕 、高橋伯 夫:血 液 由来MRSAの 薬剤感受性 と抗MRSA薬 の治療効果

に関す る検討,第57回 日本化学療法学会総会(東 京,2009年6月)

43)中 村 竜也、清水千裕 、乾佐知子 、奥 田和之、 中 田千代 、藤本 弘子、大倉ひ ろ枝 、高橋伯

夫:POT法 によるMRSA迅 速疫 学解析,第59回 日本 医学検査学会(神 戸,2010年5月)

44)中 村 竜也、清水 千裕 、乾佐知子 、高橋伯夫:ESBL産 生菌 に対す る各種 経 口抗 菌薬 の抗 菌

力,第58回 日本化学療法学会(長 崎,2010年6月)

45)中 村 竜也、小池千裕 、木下承 晧:近 畿地区にお けるEscherichiacoli,Klebsiellaspp.お よび

Proteusmirabilisか らのESBL産 生菌の分離調査(第11期 調査),第22回 日本 臨床微 生物
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学会 総会(岡 山,2011年1月)

46)中 村 竜也、小池千裕、高橋伯夫:血 液 由来MRSAに 対す る抗MRSA薬 の抗菌力お よび

PK-PD解 析 に よる有効性評価,第59回 日本化学療法学会総会(北 海道,2011年6月)

47)中 村 竜也、小池千裕 、高橋伯夫:緑 膿菌 に対す るカルバペネ ム系薬 の抗菌力お よびPK-PD

解析 による有効性評価,第59回 日本化 学療 法学会総会(北 海道,2011年6月)

48)中 村 竜也、乾佐知子、小池千裕 、奥 田和 之、佐野一 、中田千代、大倉 ひ ろ枝 、高橋伯 夫:

血液 由来MRSAのvancomycinお よびteicoplaninに 対す る"MICcreep"の 検証,第60回

日本 医学検査学会(東 京,2011年6月)

49)中 村 竜也、乾佐知子 、奥 田和 之、小池千裕 、佐野一 、中田千代、大倉 ひ ろ枝 、高橋 伯夫:

GENECUBEを 用 いた血液培養 か らのMRSA迅 速 同定法 の確 立,第58回 日本 臨床検 査

医学 会学術集会(岡 山,2011年11A)

50)中 村 竜也、乾佐知子 、奥 田和 之、小池千裕 、佐 野一 、中田千代 、大倉ひ ろ枝、高橋 伯夫:

GENECUBEを 用 いたMycoplasmapneumoniaの 検 出お よびマ クロライ ド耐性,第58回 日

本 臨床検査 医学会学術 集会(岡 山,2011年11A)
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