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Klebsiella属細菌のうちインドール陽性株であるK. oxytocaとK. planticolaの β-lactam系抗

生物質.Ampioillin (ABPC), PiperaciUin (P:PC), Cephaloridine (CER), Cefoperazone (CPZ),

Latamoxef (LMOX), Aztreonam (AZT)に 対する感受性を検討し,以下の成績を得た。

1.11総 合病院の臨床検査材料より分離されたインドール陽性Klebsiella 246株 のうち48株

がK. planticolaと同定された。

2.K. planticolaの β-lactam系抗生物質に対する感受性分布は同じインドール陽性株である

K. oxytocaよ りもむしろK. pneumoniaeと 頬似していた。

3.K. planticolaの β-lactamaseは基質特異性からpenicmnase型 であった。

4.モ ノバクタムのAZTはK.pnemoniaeお よびK. planticolaに対してLMOXと 同等かそ

れ以上の良好な抗菌力を示した。またK. oxytocaに 対しても良好な抗菌活性を示した。
5.AZTはK. planticolaお よびK. oxytocaの β-lactamaseによって全く加水分解されなか

った。

6.K. oxytocaの β-lactamaseはcephalosporinase型 に近い基質特異性を示した。

今回の結果から,K. planticolaは臨床検査室では独立の菌種として取り扱うべきであると考えら

れる。

近年新しく開発された β-lactam系抗生物質の使用に

ともない,細 菌感染症の原因菌が変化している。とりわ

け従来高頻度に臨床検査室で分離されたKlebsiella

pneumoniaeに 代って,イ ンドール陽性のKlebsiella

が極めて高頻度に分離されている。このインドール陽性

Klebsiellaは,習 慣的にKlebsiella oxytocaと して報

告されている。実際我が国のほとんどすぺての病院検査

室ではインドール陽性のKlebsiellaをK. oxytocaと し

ている。しかしBergey's Manual of Systematic Ba-

cteriology Vol.1 (1984)に よれば,イ ンドール陽性株

は,ペ クチン分解能,ゲ ンチセイト利用能,色 素産生

能,メ リチトース発酵能などにより,K. oxytocaとK.

planticolaに分類される。今回我 は々,K. planticola

のβ-lactam系抗生物質に対する感受性をK. pneumo-

niaeおよびK. oxytocaと 比較し,あ わせてインドー

ル陽性株のうちK.planticolaを 除いた本来のK. oxy-

tocaの臨床分離株196株 について,新 しく開発された

モノパクタム系のAztreonamを はじめとするβ-lactam

系抗生物質数種に対する感受性を検討したので報告す

る。

I.材 料 と 方 法

1.供 試菌株

名古屋大学医学部付属病院中央検査部ならびに愛知癌
センター付属病院.中 京病院,名 古屋済生会病院,名 城

病院,名 古屋第一日赤病院,名 古屋第二日赤病院,国 立

名古屋病院,北 病院,安 城更生病院,八 千代病院,各 病

院の中央検査部におけるKlebsiellaのインドール陽性臨

床分離株(246株),対 照としてIntemational Escheri-

chia and Klebsiella Centre, Copenhagen, I-0RSKOV

より分与されたKlebsiella Pneumoniae K抗 原標準菌株

23株(臨 床分離株),な らびに名古屋大学付属病院中央

検査部におけるK. pneumoniaeの 臨床分離株(68株)

を用いた。

2.菌 種の同定

分与された菌株はすべて栄研パイオテスト1号を用い

て再同定した。またKlebsiella属と同定されたインドー
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ル産生隅性の株については,Bergey's Manualの 記載に

従ってペクチン分解能,色 素嵐生能,ゲ ンチセイト利用

能によってK.cxytocaとK.planticolaに 分類した。

3.最 小発育阻止濃度(MIC)の 測定

試験薬剤 はAmpicillin(ABPC),Pipemcillin

(PIPC),Cephaloridine(CER),Cefoperazons(CPZ),

Latamoxef(LMOX),Aztreonam(AZT)を 用いた。

MICは 各抗生物質につき0,025μg-100μg/mlの2段 階

希釈濃度系列として,日 本化学療法学会で定めた寒天平

板希釈法で測定しだ1)。増菌培地,測 定培地はそれぞれ

Muoellr-Hinton broth(BBL),Musleller-Hinton IIagar

(BBL)を 用い,約106cells/mlに希釈した新鮮培養液を

1白金耳量,ミ クロプランター(佐 久聞製作所)に て接

種し,37℃ で一夜培養後判定した。

4.β-lactsmase活 性の測定

100mlのL-brothに て37℃ 振とう培養後対数増殖

期の菌を冷却遠心機で集め,0.1Mの リン酸綬衝液

(pH7.0)に よって洗浄後,同一の緩衝液10mlに 再浮

遊し,音波破砕機(ト ミー精工,UR200P)で 氷冷しな

がら菌体を音波処理した。この液をIEC410ロ ーターで

20,000回転30分 遺心し,上清を粗酵素液としてβ-lac-

tamase活 性を測定した。なおK,pneumoniaeの β-lac-

tamase活 性は,K.pneumoniaeLEN1株 よりクロー

ニングした染色体性 β-lactamase遺伝子のクローン

pMKamp1-6を β-lactamase非産生株であ る大腸菌
HB101に 移入し,発現させ抽出したものを用いて測定

した2)。K.oxytocaの β-lactamaseについても同様に,

K.oxytoca E23004株 よりクロー畠ングした染色体性

β-lactamase遺伝子のクローンpKO5-3を 移入した

HB101よ り抽出した酵素液を用いた。K.plantiolaの

β-lactamaseについてはK.Planticola C1株 より得た酵

素液を用いた。β-lactamaseの活性はSBEBERGら9)ゆおよ

びBUSE&SYK8Sの 勧める方法4)に従ってUV吸 収法

によって測定した。反応は加温セル中で30℃ で行ない

日立5572波 長分光光度計で連続的に最長1時 間まで

測定した◎測定波長はそれぞれABPC3235nm,PCG:

232nm,CER3295nm,CEZ:268nm,CTX:264nm,

PIPC:235nm,CPZ:276nm,AZT;250nmお よび

315nmを 用いた。基質としての各抗生物質の濃度はお

よそ0.5μM300μMの 範囲で2段階希釈液を用いた。

Kmお よびV沁 醒値は最小2乗 法による[S]-v曲 線か

ら求めた。

II.　結 果

1.菌 種の同定

Bergey's Manual 1984年版におけるKlebsiella属の

分類をTable 1に 示す。インドール陰性株はK.pneu-

moniaeお よびK.terrigma,イ ンドール陽性株はK.

oxytocaお よびK.plantfcolaに 分類される。今回は報

告しないがK.terrigemaの臨床材料からの分離頻度は極

めて低かった。K.oxyytocaとK,planticolaに ついては

インドール陽性のKlebsilla属 細菌をペクチン分解能,

色素産生能,ゲ ンチセイト利用能で同定した。愛知県下
11総 合病院で検査材料から分tさ れたインドール陽性

株246株 のうち,予 想に反して48株(19.5%)も の菌

株がK.planticolaと 同定された。

2.β-lactam系 抗生物質に対する感受性

各菌種のMICの 分布および累積百分率をFig.1,2,

3に 示した。Fig.1に 示すようにK.Pneumoniaeは

ABPCに 対して高度耐性の株が多かった。さらに,ほと

んどすべての株がABPCに 対し軽度あるいは中程度以

上の耐性を示した。PIPCお よびCERに 対してはやや

感受性であったがそれでもほとんどの株が軽度以上の

Table 1 Differential characteristics of genus Klebsiella
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Fig.1 Sensitivity distribution of 91 clinical

isolates of K. pneurnoniae to various ƒÀ-

lactam antibiotics

Fig.2 Sensitivity distribution a 198 clinical

isolates of K. oxytoca to various ƒÀ-lactam

antibiotics

耐性を示した。LMOXお よびCPZの 感受性ピークは

0.2μg/ml,AZTの ビークは0.05μg/mlであり,これら
は感受性のグループに属するがCPZに は軽度耐性菌が

少数存在した。AZTはK.Pneumoniaeに 紺して今回調

べたなかでは抗菌力が最も優れていた。

K.oxytocaは 大部分の臨床分離株がABPCにMIC

50μg/ml以上の高魔耐性を示した。CERお よびPIPC

に対する感受性ピークはそれぞれ12.5μg/ml,3.13μg/

mlで あり,高度耐性菌もみられた。CPZの 感受性ピー

クは0.78μg/mlで あったが 中-高度耐性の株も少数み

うけられた。AZTの ピークは0.025μg/ml以 下にあり,

感受性を示す株が多かったが,高 度耐性を示す株もわず

かに存在した。LMOXの ピークは0.1μg/mlで あった

が高度耐性を示す株はみられなかった(Fig.2)。

K.planticolaはK.pneumoniaeと ほぼ同様の傾向を

示した。すなわちABPCに は中一高度耐性であり,CER

およびPIPCに 対する感受性のピークは3.13μg/mlで

軽度一中程度耐性であった。CPZ,AZT,LMOXに は感

受性を示し,特 にAZTお よびLMOXはK.planti-

colaに対して優れた抗菌力をもっていた(Fig.3)。なお

Fig.4に 示すように,CPZに 対する感受性分布はK.

Fig. 3 Sensitivity distribution of 48 clinical

isolates of K. planticola to various ƒÀ-lac-

tam antibiotics
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Pneumoniaeとk.planticloa召 が 顛 似 し,比 較 的 感 受 性 で

あ る の に 対 し,K.oxytocaは よ り耐 性 の 傾 向 を 示 した 。

3.β-lactsmase活 性

Table 2,3にRdative Vmax,Km,Relativs Vmax/

Kmの 値 を 示 した 。K.Pneumononaaの β-lactamassは 従

来 報 告 さ れ て い る よ う に,ABPCに 対 す るRelatlve

Vmaxを100と す る とCERは6.46で あ り,Rslativs

ymax/Km値 もABPCを100と した ときCERは1.25

と,明 ら か にpenioillinase型 の 基 質特 翼性 を示 した 。

K,oxytocaの β-lactamaseはCERに 対 す るRolative

Vmaxが116とABPCよ り も高 く,ま たRslative Vmax/

Fig. 4 Sensitivity distribution of K. pneumo-
niae, K. oxytoca and K. planticola to CPZ

Km値 もABPCを100と するとCERは36,9,CEZ

は95,6と,k.Pneumoniaeと 比較するとよりcepha-

losporinase型に近い基質特員性を示した。さらに軽度

ではあるが,CTXの 分解がみられた。なお,AZTは

30℃,1時 間の反応によってもK.oxytocaの β-lcta-

maseに よる分解が全く検出されなかったことは興味深

い。K.Planticolaの β-lactamaseはABPCに対 する

Relative Vmaxを100と したときにCERが14.6,CEZ

が4,94と,K,Pneumoniaeと 類似するpeniccillinase型

基質特異性を示した。 しかしRelelative Vmax/Km値は
ABpCを100と したときにCERは22.6と,CERも

比較的よく分解することを示した。なおAZTは1時 間

の反応によってもK.Planticolaの β-laaamseに 全く

分解されなかった。

III.　考 察

Klebsiellaの分類については歴史上混乱があり,現在

もなお尾をひいている。すなわちCOWANら(1974)に ょ

る分類,Topley and Wilson's Principles of Bacterio-

logy,Virology and Immunology,7thEk.,Vol.3(1983)

における分顛,そ してBergey's Manual(1984)に よる

分類と,それぞれの分類で内容が異なっているために,

Kles5iellaの菌種名を記載するときにはどの分須による

のかを記さなくてはならない。比較的最近に改訂された

Topley and Wilsonお よびBergeyの 版ではK.oza-

enae,K.rhinoscleromatis,あ るいはK.aerogenesは

Table 2 ƒÀ-lactamase activities of K. planticola

Table 3 ƒÀ-lactamase activities of K. pneumomae and K oxytoca
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subspeciesとしてK.pneumoniaeに 統一され,K,oxy-

tocaおよびK.terrigenaが 独立の種として分類されて

いる。K.planticolaについてはBergeyだ けが独立の種

として分類している。我 は々病原性,K抗 原との関係な

どからBergeyの 分類が最も適当と考える5)。

今回の結果で,主 として植物や土壌から分離されると

いわれたK.planticolaがインドール陽性のKlebsiellaの

約20%も 臨床検査材料から分離されたことは予想外で

あった。同一菌の反復分離を避けるため,広 範囲の病院

から菌株を入手したので地域特異性あるいは施設特異性

の結果ではないと考えられる。K.planticolaの β-lac-

tam系抗生物質に対する感受性の分布は同じインドール

陽性のK.oxytocaよ りもインドール陰性であるK.

Pneumoniaeに 似た傾向を示し,ま た β-lactamaseも

よりpenicimnase型 の活性を示した。このことは抗生

物質による治療の面からみると,臨 床細菌学的にはK.

planticolaをK.oxytocaと は独立に取り扱う必要があ

ることを示している。

我 は々最近,K.pneumoniaeの 染色体性β-lactamase
の遺伝子をクローニングしその塩基配列を決定した2)。

それによればK.pneumoniaeの β-lactamaseはアミノ

酸配列がTEM1型 のβ-lactamaseと68%の 相同性を

もち,抗原性がこれらのβ-lactamaseでは共通性がある

という以前の報告6)をうらずけた。このことは,TEM1,

TEM2,SHV1な ど分子構造的に共通性が高く,臨床

分離菌に広く分布するR因子上の β-lactamase遺伝子

が,K.pneumoniaeの 染色体性β-lactamase遺伝子由来

であることを示唆している。K.planticolaの β-lacta-

maseを 含めてこれらのpenicillinase型のβ-lactamase

をもつ菌はLMOXな ど第3世 代セフェムやモノパクタ

ムのAZTに 極めて感受性であることは既に報告されて

いるが,我 々も今回の結果からそれを確認した。

K.pneumoniaeの β-lactamaseによってAZTが 全く

分解されないことは既にいくつかの報告があり,K.

planticolaおよびK.pneumoniaeがAZTに 非常に感受

性であることはこれらの菌種の β-lactamaseがAZTを

分解しないことから説明できる。しかしK,oxytocaの

β-lactamageはAZTを 全く加水分解しないにもかか

わらず,耐 性菌が低頻度にみられる。これはβ-lacta-
maseの 産生量の増加と関係していると考えられるが,

この耐性化の機構を明らかにするために現在クローニン

グしたK.oxytocaの β-lactamase遺伝子の解析を行な

っている。

〈謝辞〉 終りに'本研兜のためにKlebsiellaの 各

菌株を分与していただきました各病院検査部細菌検査室

の皆様,菌 の分与を快く許していただきました検差部の

責任者のみなさまに心から感謝致します。
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SENSITIVITIES OF INDOLE-POSITIVEK,KLEBSIELLA

TO VARIOUS β-LACTAM ANTIBIOTICS

MICHIO OHTA, HIDEO ITOH, YOSHICHIKA ARAKAWA,

MASASHI MORI, TAKAYUKI KOMATSU, NOBUO Kino,

HIDEKO YAMAMOTO* and NOBUO KATO

Department of Bacteriology, Nagoya University School of Medicine
* Clinical Laboratory, Nagoya University Hospital

Indole-positive strains of Klebsiella are classified into Klebsiella oxytoca and K. planticola in
Bergey's Manual (1984ed.). We studied the sensitivities of clinical isolates of these two Klebsiella
species to ampicillin (ABPC), piperacillin (PIPC), cephaloridine (CER), cefoperaxone (CPZ), lata-
moxef (LMOX), and aztreonam (AZT). The results were as follows.

1. Forty-eight strains of 246 indole-positive Klebsiella isolated in eleven general hospitals were

identified as K. planticola.
2. The sensitivity distribution of K. planticola to p-lactam antibiotics was similar to that of K.

pneumoniae rather than to K. oxytoca.
3. The p-lactamase of K. planticola was identified as penicillinase from its substrate specificity.
4. AZT, a monobactam antibiotic, showed a high degree of antibacterial activity to K.oxytoca

as well as to K. pneumoniae and to K. planticola.
5. AZT was not hydrolyzed by either the 13-lactamase of K. planticola or that of K. oxytoca.
6. The p-lactamase of K. oxytoca was identified as a cephalosporinase from its substrate specificity.
The present results indicate that K. planticola should be carefully differentiated from K. oxytoca

in clinical laboratories.


