
β–ラクタム系薬は臨床の場でもっとも使用頻度の高い抗

菌薬である。この耐性機構としては，β–ラクタマーゼ産生

が主要な耐性獲得機構であるが，特にメタロ–β–ラクタマー

ゼ産生菌はほとんどのβ–タラクタム薬を加水分解するため

に，使用可能な薬剤が限られ，感染症の治療において問題と

なっている。したがってこの種の菌については院内感染対策

上その分離状況を把握しておくことが重要と思われる。

われわれは，Pseudomonas putida について，過去 5年間

に当検査室に提出された検査材料からの分離状況を調査し，

カルバペネム薬耐性株における耐性遺伝子の検索と伝播の状

況を調べたので報告する。

I． 材 料 と 方 法

1． 対象菌株

1997年 1月から 2001年 12月までの 5年間に当検査

室において臨床検査材料から分離した P. putida と，特

に多くの株が分離された病棟についてはその環境から分

離した P. putida も対象とした。

2． 薬剤感受性の測定

薬剤のMIC測定は化学療法学会標準法1）にしたがい，

寒天平板希釈法にて行った。測定した薬剤は imipenem

（IPM: 萬有製薬），meropenem（MEPM: 住友製薬），

ceftazidime（CAZ: 日本グラクソ），cefepime（CFPM:

明治製菓），aztreonam（AZT: エーザイ），piperacillin

（PIPC: 富山化学），gentamicin（GM: 塩野義製薬），

tobramycin（TOB: 塩野義製薬），amikacin（AMK:

萬有製薬），norfloxacin（NFLX: 杏林製薬）である。

3． メタロ–β–ラクタマーゼ遺伝子についての検討

メタロ–β–ラクタマーゼの検出は SMA（栄研）によ

りスクリーニングを行い2），PCR法3）により遺伝子の確

認を行った。耐性遺伝子の接合伝達実験は rifampicin

（RIF）耐性の Pseudomonas aeruginosa PAO株ML

5017を受容菌としてメンブランフィルター法で行い3），

伝達株は CAZ（8μg／mL）と RIF（100μg／mL）を含

むニッスイ感受性測定寒天平板で選択した。

4． パルスフィールドゲル電気泳動

パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）は，制限酵

素 SpeⅠ処理を施したゲノム DNAを用いて，BIO–RAD

社製装置ジーンパスにて P. aeruginosa 用の泳動プログ

ラムにしたがって行った4）。

II． 結 果

1． カルバペネム薬耐性菌の分離

1997年 1月から 2001年 12月までの 5年間に臨床検

査材料から分離された P. putida は患者の重複を除くと

83株であった。これらの年次別入院外来別分離株数を
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PIPC: piperacillin, CAZ: ceftazidime, AZT: aztreonam, GM: gentamicin,
AMK: amikacin, NFLX: norfloxacin, IPM: imipenem 

比較すると，年ごとの分離株数に顕著な増減の傾向は認

められず，分離株の 83.1％（69株）は入院患者由来で

あった（Table 1）。また由来材料別分離株数は，尿 32

株，呼吸器 27株であり，両者で 71％を占めた。

83株のうち 27株が IPM耐性菌で，22株（81％）は

尿由来であり，呼吸器からの分離例はなかった（Table

2）。なお表には示さないが，P. putida の単独分離例は

少なく，IPM耐性株の 78％，感受性株の 84％は他菌

種との複数菌種分離例であった。

IPM耐性群と感受性群の他薬剤に対する耐性菌分離

頻度を Fig．1に示した。その結果 IPM耐性群は AZT

以外のすべての薬剤，PIPC，CAZ，AMK，NFLXに

対して有意に耐性率が高く，多くは多剤耐性であった。

なお各薬剤のブレークポイントは，NCCLSの判定基

準値を参考にして分離 P. putida 83株のMIC分布図を

もとに定め，MIC値（μg／mL）が IMP≧16，CAZ≧32，

AZT≧32，PIPC≧32，GM≧16，AMK≧16，NFLX≧

16を耐性菌とした。

2． メタロ–β–ラクタマーゼ遺伝子の検出

27株の IPM耐性菌のすべてが SMA法と PCR法共に

陽性であり，メタロ–β–ラクタマーゼ遺伝子（blaIMP）

を保有する IMPタイプのメタロ–β–ラクタマーゼ産生

株であった。

3． PFGEおよびMICパターンによる遺伝的背景の

解析

これらの 27株は 8病棟から分離されていたが，この

うち特に多くの株が分離された 1病棟に注目して，患

者由来の 9株に病棟環境由来 4株を加えた 13株につい

て，分離株の遺伝的背景を調べた。環境由来株は同時期

に病棟の水周りから採取したものである。この病棟から

分離された P. putida の PFGEパターンを，類似する

株をならべて Fig．2に示した。株番号 12と 19の 2株，

1，18，20と 29の 4株，22と 27の 2株はパターンが

完全に一致した。また，株番号 17は 1，18，20，29と

の不一致は 1断片のみであり，22と 27の 2株も 1，18，

Table 1． Isolation number and frequency of Pseudomonas putida strains

Derived from
Year

1997 1998 1999 2000 2001 Total（％）

Inpatients
Outpatients

12
3

16
0

9
3

20
3

12
5

69（83．1）
14（16．9）

Total 15 16 12 23 17 83

Table 2． Souce of Pseudomonas putida isolates

P. putida isolate（No.）
Source

urine respiratory digestive others total

Imipenem resistant strains
Imipenem susceptible strains

22
10

0
27

4
10

1
9

27
56

Total 32 27 14 10 83

Fig．1. Isolation frequency of drug–resistant strains in
imipenem（ IPM）–resistant or IPM – susceptible
Pseudomonas putida isolates.

Fig．2. Pulsed–field gel electrophoresis patterns of
Pseudomonas putida isolates derived from the same
ward.
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20，29と類似のパターンを示し，これらの 7株は同一

由来株と考えられた。

PFGEパターンの類似性に関連づけて，Table 3にこ

れらの株の分離状況と 10薬剤に対するMICパターン

を示した。分離された全 13株は調べたβ–ラクタム薬と

AMKに耐性を示し，このうち 10株は GMと TOBに

も耐性であり，さらに 8株は NFLXにも耐性の多剤耐

性菌であった。同一の PFGEパターンを示した株は

MICパターンも一致しており，これらは同一の株であ

ると結論された。また同一株は，患者と環境の両方から

検出されており，特に多剤耐性株の 1，18，20，29の

タイプは，患者，環境においてほぼ 5年間にわたり病

棟内に定着していた。

4． blaIMP遺伝子の接合伝達

同一病棟由来 P. putida 13株のうち 9株から P.

aeruginosa へ CAZ耐性の接合伝達がみられた。伝達頻

度は供与菌 P. putida 株あたり約 10–3であり，伝達株す

べてから PCR法により blaIMP遺伝子が検出された。ま

た伝達株 P. aeruginosa のMICパターンをみると，

AMK耐性がすべての株から，また GMと TOB耐性が

4株から，blaIMP遺伝子と同時に伝達していた（Table 4）。

伝達株の耐性パターンからは，2種類のプラスミドを介

しての耐性伝達が推定される。これらが一病棟の P.

putida 間で水平伝播し，さらに複数菌感染状況下で P.

aeruginosa への耐性遺伝子の供給原になりうることを

示唆している。

III． 考 察

臨床由来菌におけるメタロ–β–ラクタマーゼ産生株は，

1991年に P. aeruginosa5）についての報告がなされて以

来，抗生剤の使用状況とあいまったわが国における特徴

的な問題として捉えられ，Serratia marcescens3，6，7）など

の腸内細菌や Acinetobacter baumannii8），Alcaligenes

xylosoxidans9）など多くの菌種についての報告が続いて

いる。これらの酵素はいずれも IMP型メタロ–β–ラク

Table 3． Resistance patterns of strains derived from the same ward

P. putida strain
Source

MIC（μg／mL）

strain no. isolation date IPM MEPM CAZ CFPM AZT PIPC GM TOB AMK NFLX

9 1998．08 urine 64 ＞128 ＞128 128 32 16 2 0．5 ＞128 1
12 1999．06 urine 128 ＞128 ＞128 64 32 16 2 0．5 128 1
19 2000．04 environment 64 ＞128 ＞128 128 32 16 2 0．5 64 1

1 1997．03 urine 32 ＞128 ＞128 64 32 32 64 32 32 128
18 2000．04 environment 64 ＞128 ＞128 64 32 16 64 64 64 128
20 2000．04 environment 64 ＞128 ＞128 64 32 32 128 128 128 128
29 2001．08 urine 64 ＞128 ＞128 64 64 32 128 128 64 ＞128
17 2000．04 urine ＞128 ＞128 ＞128 ＞128 64 64 128 64 ＞128 128
22 2000．07 urine 128 ＞128 ＞128 ＞128 64 32 128 64 ＞128 128
27 2000．12 urine 128 ＞128 ＞128 ＞128 64 32 128 64 ＞128 128
16 2000．03 urine 128 ＞128 ＞128 ＞128 32 64 128 64 128 128
15 1999．12 urine 16 ＞128 ＞128 ＞128 32 ＞128 64 64 128 4
21 2000．04 environment 64 ＞128 ＞128 128 32 16 64 32 128 1

IPM: imipenem，MEPM: meropenem，CAZ: ceftazidime，CFPM: cefepime，AZT: aztreonam，PIPC: piperacillin，GM: gentamicin，
TOB: tobramycin，AMK: amikacin，NFLX: norfloxacin

Table 4. Resistance patterns conferred by blaIMP–bearing plasmids

Transconjugant
derived from

MIC（μg／mL）

IPM MEPM CAZ CFPM AZT PIPC GM TOB AMK

No. 9 4 32 128 64 2 8 ＜0.5 ＜0.5 64
No. 12 4 32 128 128 2 4 ＜0.5 ＜0.5 64
No. 19 4 32 128 64 2 4 ＜0.5 ＜0.5 64
No. 29 4 32 128 64 2 4 4 16 128
No. 17 4 32 128 64 2 4 ＜0.5 ＜0.5 128
No. 22 4 32 128 64 2 4 4 16 32
No. 27 4 32 128 64 2 4 4 16 64
No. 15 4 32 128 64 2 4 ＜0.5 ＜0.5 128
No. 21 4 32 128 64 2 4 4 16 32

ML 5017* ＜0.5 ＜0.5 ＜0.5 1 2 1 ＜0.5 ＜0.5 2

＊Host strain of transconjugants
IPM: imipenem，MEPM: meropenem，CAZ: ceftazidime，CFPM: cefepime，AZT: aztreonam，PIPC: piperacillin，GM: gentamicin，
TOB:tobramycin，AMK: amikacin
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タマーゼである。P. putida については VIM型メタロ–

β–ラクタマーゼ産生株が海外で報告されたが10），IMP

型メタロ–β–ラクタマーゼについての詳細な検討はなさ

れていない。

今回過去 5年間にわたって当検査室で分離した P.

putida を調査したところ，分離株の 33％が IPM耐性

であった。これら IPM耐性株の多くは多剤耐性菌であ

り，その全株が IMP型メタロ–β–ラクタマーゼ産生株

であった。当検査室における調査では，IPM耐性株の

うちメタロ–β–ラクタマーゼ産生株の占める頻度は P.

aeruginosa で は 6.5％11），A. baumannii で は 47.4％8）

であった。しかし P. putida においては IPM耐性菌の

全株がメタロ–β–ラクタマーゼを産生しており，調べた

限りにおいては，Stenotrophomonas maltophila12），

Chryseobacterium spp.13）のような染色体性メタロ–β–

ラクタマーゼ産生菌種を除いてはこのような報告は認め

られなかった。

P. putida は，BERGEYS MANUALで P. aeruginosa，

Pseudomonas fluorescens と共に saprophytic or oppor-

tunistic animal pathogens14）として扱われている菌種で

あり，IPM耐性株の全株が IMP型メタロ–β–ラクタマ

ーゼ産生株であったことは重要な問題である。さらにこ

のメタロ–β–ラクタマーゼ産生遺伝子がアミノ配糖体耐

性遺伝子を伴って高頻度に P. aeruginosa に伝達するこ

とは，P. aeruginosa の多剤耐性化にも関与している可

能性が高い。

P. putida は P. aeruginosa と同様に環境棲息菌であ

るといわれている。今回の調査でも，多くのメタロ–β–

ラクタマーゼ産生株が分離された病棟環境から患者由来

株と同一の株が分離された。また同一株が長期にわたっ

て院内に定着し，期間をあけて検査材料から分離されて

いることから，これらの菌は患者から患者への伝播だけ

ではなく，病棟環境を介して伝播し，時に患者から分離

されていると考えられる。

P. putida の多くが他菌種との複数菌分離例であるこ

とを考慮すると，プラスミド性メタロ–β–ラクタマーゼ

産生 P. putida の院内定着とその伝播は，多くの

compromised hostを抱える今日の病院においては，重

要な問題であると思われる。

メタロ–β–ラクタマーゼのなかでも IMPタイプはわ

が国において多くの菌種から検出されており，感染症の

治療上重要な位置にある。さらにその耐性遺伝子がプラ

スミド性である場合は，拡散の速度や菌種を超えた伝播

などの問題も加わり，院内感染対策上監視を強化すべき

対象となることは異論のないところであろう。
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Isolation of carbapenem–resistant Pseudomonas putida and its genetic background

Sachie Yomoda1），Ayako Takahashi1），Toyoji Okubo2），
Masami Murakami1）and Shizuko Iyobe2）

1）Department of Laboratory Medicine and Clinical Laboratory Center，2）Laboratory of Drug Resistance in

Bacteria Gunma University School of Medicine，3–39–15 Showa–machi, Maebashi，Japan

We isolated 83 Pseudomonas putida strains in the 5 years from January 1997 through December 2001 at
Gunma University Hospital. The sample was free of patient duplication. Among them，27 isolates were
resistant to imipenem（IPM），22 of which were of urine origin. None was isolated from respiratory
specimens. Most IPM–resistant isolates were strains multiply resistant to piperacillin，ceftazidime，
amikacin，and norfloxacin. The IMP metallo–β–lactamase gene（blaIMP）was identified by PCR from all 27
IPM–resistant strains，which were derived from different 8 wards. We focused on 13 blaIMP–bearing P.
putida strains of a ward，9 isolated from inpatients and 4 detected from around the water pipe. The long–
term residence of blaIMP–bearing P. putida strains，identified as the same strains with pulsed–field gel
electrophoresis（PFGE）patterns and MIC patterns as for 10 drugs，was observed in both inpatients and
the ward environment. From 9 of the 13 strains，the blaIMP gene was effectively transferred to a recipient
strain of Pseudomonas aeruginosa，conferring resistance to IPM and otherβ–lactams concomitantly with
amikacin resistance; 4 of the 9 strains conferred additional resistance to gentamicin and tobramycin.
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