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資 料
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１ はじめに

2016年4月5日に厚生労働省関係閣僚会議において，我

が国として初めての薬剤耐性対策アクションプラン が1)

決定された。

抗菌薬等の不適切な使用を背景として，薬剤耐性菌が

増加する中，治療の長期化や院内感染の原因にもなるた

め，大きな問題となっている。高齢化社会に伴い薬剤耐

性菌による院内感染事例なども見受けられ，医療現場で

も対策について取り組まれている。また，グローバル社

会となり，海外からの輸入感染例も社会的に問題となっ

ている。

2017年3月28日付け厚生労働省通知「カルバペネム耐

性腸内細菌科細菌（ ）感染症等に係る試験検査の実CRE

施について」により， を始めとした薬剤耐性菌につCRE

いて地方衛生研究所での詳細な解析が求められることと

なった。

当センターでも感染症の予防及び感染症の患者に対す

る医療に関する法律により，届出のあった 等の薬剤CRE

耐性菌について菌株の収集を行い，検査を実施し，県内

における薬剤耐性菌遺伝子の検査体制の整備と調査を行

っている。

本研究では，薬剤耐性菌の検査体制の整備を図り，県

内における薬剤耐性菌の状況を把握するため，医療機関

で検出された薬剤耐性の腸内細菌科細菌に対して薬剤耐

性検査及び遺伝子型別検査を実施した。

２ 調査対象

2017年1月～2018年12月に届出のあった薬剤耐性菌菌

株39件の内訳は， 37件と多剤耐性アシネトバクターCRE

（ ）2件であった。検体別では喀痰検体由来株13MDRA

件，尿検体由来株13件，血液検体由来株3件の順であっ

た。

医療機関より研究対象として収集した菌株は患者由来

株227件，環境由来株24件の計251件であった。内訳とし

て 17件，基質拡張型 ラクタマーゼ（ ）産生CRE β- ESBL

菌165件， 型 ラクタマーゼ産生菌1件， ラクタAmpC β- β-

マーゼ産生アシネトバクター属菌54件， ラクタマーゼβ-

産生緑膿菌10件，その他の菌4件を対象とした。検体別

では尿検体由来株77件，喀痰検体由来株53件，血液検体

由来株24件の順であった。

３ 検査方法

３．１ 阻害剤を用いた ラクタマーゼ産生性試験β-

「 」国立感染症研究所病原体検出マニュアル 薬剤耐性菌

（以下「病原体検出マニュアル」という ）に準じて2) 。

。 ，実施した ラクタマーゼの阻害剤であるクラブラン酸β-

スルバクタム アンピシリン，メルカプト酢酸ナトリウ/

ム，ボロン酸，クロキサシリン含有ディスクを用い，菌

株の ラクタマーゼの産生性を確認した。β-
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３．２ 法による ラクタマーゼ遺伝子の検出PCR β-

遺伝子6種（ 型， 型， ，ESBL TEM SHV CTX-M-1group

， ， ，カルバペCTX-M-9group CTX-M-2group CTX-M-8group）

ネマーゼ遺伝子5種（ 型， 型， 型， 型，IMP-1 VIM KPC NDM

OXA-48 AmpC β- MOX CIT型 型 ラクタマーゼ遺伝子6種 型）， （ ，

型， 型， 型， 型， 型）の計17遺伝子につDHA ACC EBC FOX

いて検索した。

３．２．１ 遺伝子とカルバペネマーゼ遺伝子のESBL

検出

病原体検出マニュアルに準じた関東化学のシカジーニ

アス 遺伝子型検出キット及びシカジーニアス カESBL

ルバペネマーゼ遺伝子型検出キットを用いて を実施PCR

した。

３．２．２ 型 ラクタマーゼ遺伝子の検出AmpC β-

平成28年薬剤耐性菌研修会資料 に基づいて12種のプ
3)

ライマーを用いてマルチプレックス を実施した。PCR

３．３ カルバペネマーゼ産生試験

病原体検出マニュアルに準じ によりカルCarba NP test

バペネマーゼ産生の有無を調べた。

３．４ ダイレクトシークエンス解析

病原体検出マニュアルに準じカルバペネマーゼ遺伝子

型の型別をダイレクトシークエンス解析にて確認しIMP

た。

４ 結果

届出のあった菌株及び医療機関より収集した菌株のカ

ルバペネマーゼ遺伝子検査結果を表1に示す。

届出のあった菌株39件中5件から 型のカルバペネIMP

マーゼ遺伝子が検出され，さらにダイレクトシークエン

ス解析により， であることを確認した。菌種は5IMP-1

菌種で ， ，Klebsiella pneumoniae Enterobacter hormachei

属がそれぞれ1件で， 属が2件であっSerratia Acinetobacter

た。この5件については全て阻害剤を添加したディスク

法と によりカルバペネマーゼ産生性であるこCarba NP test

とを確認した また 25件から や 遺伝子等の -。 ， ESBL AmpC β

ラクタマーゼ遺伝子も検出した。

医療機関より研究対象として収集した菌株251件中47

件から 型カルバペネマーゼ遺伝子を検出し，ダイレIMP

クトシークエンス解析により であることを確認しIMP-1

た。菌種別では，腸内細菌科細菌が9菌種 11件，

属菌が3菌種32件，緑膿菌が2菌種4件であっAcinetobacter

た。この47件については全て阻害剤を添加したディスク

法と によりカルバペネマーゼ産生があることCarba NP test

ESBL AmpC β-を確認した。また，204件から や 遺伝子等の

ラクタマーゼ遺伝子，環境中の 属菌よりAcinetobacter

遺伝子も1件検出された。NDM

５ 考察とまとめ

にはカルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌 )CRE CPE（

と非産生菌（ ）があり，院内感染で問題となるnon-CPE

のは である。届出のあった 感染症患者由来の菌CPE CRE

株37件のうち， は3件（8％）であった。届出のあっCPE

た の2件についてカルバペネマーゼ産生菌は100％MDRA

であった （図1）。

医療機関より研究対象として収集した菌株のうち，

48件中カルバペネマーゼ産生菌Acinetobacter baumannii

が28件（58％）, 9件中カルバペPseudomonas aeruginosa

ネマーゼ産生菌が3件（33％）であった。腸内細菌科細

， （ ）菌は187件で 等の は10件 5％Klebsiella pneumoniae CPE

であった （図2）。

届出のあった患者由来の菌株及び医療機関より研究対

象として収集した菌株から検出されたカルバペネマーゼ

IMP-1遺伝子は ダイレクトシークエンス解析の結果全て，

であり，これは日本で多く報告される遺伝子型に該当す

る。

カルバペネマーゼ遺伝子はプラスミド上に存在し，腸

内細菌科細菌であればプラスミドを介して異なる菌種間

でも水平伝達が起こりうる 。そのため，遺伝子の型と4)

その遺伝子が存在するプラスミドのタイプを調べること

は疫学調査の上で重要である。

β- PCR今回 阻害剤を用いた ラクタマーゼ産生性試験， ，

法による ラクタマーゼ遺伝子の検出等については，検査体β-

制が整備できた。

の検査については，一部の細菌でしか実施しなPFGE

， 。かったので 今後他の菌種についても検出法を検討する

今後も県内における薬剤耐性遺伝子の動向を把握する

ため，継続して菌株の収集と解析を行い，データを蓄積

するとともに，なお一層精度の高い検査体制を整備して

いく必要がある。
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表1 届出のあった菌株および医療機関より収集した菌株のカルバペネマーゼ遺伝子検査結果

対 象 菌 種 件 数 カルバペネマーゼ遺伝子型

IMP-1( )Klebsiella pneumoniae 6 1

IMP-1( )Enterobacter hormachei 1 1

IMP-1( )届 出 3 1Serratia sp.

（39件） 他 27 検出せずEscherichia coli

型も検出ありAcinetobacter baumannii 1 1 同時にIMP-1( ) TEM

も検出ありAcinetobacter sp. 1 1 同時にIMP-1( ) CTX-M-9 group

型も検出ありKlebsiella pneumoniae 29 同時に ，IMP-1(2) CTX-M-2 group SHV

も検出ありKlebsiella oxytoca 6 同時にIMP-1(2) CTX-M-9 group

IMP-1( )Enterobacter cloacae 5 1

IMP-1( )Enterobacter hormachei 4 1

IMP-1( )Enterobacter intermedium 2 1

IMP-1( )Escherichia coli 109 1

型も検出ありCitrobacter flurendi 6 1 同時にIMP-1( ) TEM

IMP-1( )
医 療 機 関

Leclecia adecarboxylata 1 1

IMP-1( )
（251件）

Providencia rettgeri 1 1

24 検出せずEnterobacter aerogenes

型も検出ありAcinetobacter baumannii 48 28 同時に ，IMP-1( ) CTX-M-1 group TEM

型， 型等も検出ありAcinetobacter ursingii 3 3 同時にIMP-1( ) TEM CIT

型も検出ありAcinetobacter radioresistens 2 1 同時にIMP-1( ) TEM

1 環境中からの検出NDM( )

1 検出せずAcinetobacter sp.

型も検出ありPseudomonas aeruginosa 9 3 同時にIMP-1( ) TEM

IMP-1( )Pseudomonas fluorescens 1 1

※ ( )は，検出した菌株数

図1 届出のあった患者菌株のカルバペネマーゼ産生菌と非産生菌の割合
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図2 医療機関より収集した菌株のカルバペネマーゼ産生菌と非産生菌の割合
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