
20 日本臨床微生物学会雑誌 Vol. 34 No. 2 2024.

Ⓒ日本臨床微生物学会 2024

［短 報］

Klebsiella pneumoniae と Klebsiella variicola のアドニット分解能と薬剤感受性の比較
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Klebsiella pneumoniae complexには，K. pneumoniae，Klebsiella variicola，Klebsiella quasipneumoniae，
Klebsiella africanensis の 4菌種が含まれている。今回，血液培養陽性検体から検出された K. pneumoniae
complexについて質量分析装置で再同定を行い，K. pneumoniae と K.variicola の 2菌種について，アドニッ
ト分解能と薬剤感受性試験の 2法を用いることにより菌種同定が可能かどうか検討を行った。アドニット分
解能陰性かつ ampicillin≦16 μg/mLを示した 42/43株（97.8%）が K. variicola であり，推測可能と考える
が，17/59株（28.8%）が鑑別できず有用な鑑別基準とならなかった。K. variicola の正確な同定には，PCR
や Klebsiella MALDI TypeRなどのWebツールと同様に質量分析装置が有用である。
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序 文
Klebsiella variicola は 2004年に Rosenbluethらによって

新種の Klebsiella 属菌として rpoB，gyrA，mdh，inhB，phoE，
nifH の各遺伝子配列から得られた系統解析，表現型に基づ
いて報告された１）。現在，Klebsiella pneumoniae complex
に は，K. pneumoniae，K. quasipneumoniae subsp. quasip-
neumoniae，K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae，
K. variicola subsp. variicola，K. variicola subsp. tropicalen-
sis，K. africanensis が含まれている。この中で，K. variicola
と K. quasipneumoniae は K. pneumoniae と同様に尿路感
染，腹腔内感染，敗血症を引き起こすことが報告されてい
る２）～４）。特に，K. variicola 感染症は K. pneumoniae 感染症
と比較し高い 30日死亡率を認めた報告２）や重症感染症の報
告５）があり注目されている。これらの菌種は従来の生化学的
性状による同定では，K. pneumoniae と誤同定されるため，
過去の K. pneumoniae に関する報告にはこれらの類縁菌が
一定数含まれていたと考えられる。既報により，アドニット
分解能は K. pneumoniae は陽性（黄色呈色），K. variicola
は陰性（紫色）を示す鑑別方法が報告されている６）７）。今回我々
は，K. pneumoniae と K.variicola の 2菌種について，アド
ニット分解能と薬剤感受性試験の 2法を用いることにより菌

種同定が可能かどうか検討を行った。

対象及び方法
1．対象
2018年 1月から 2021年 6月に聖マリアンナ医科大学病院
および聖マリアンナ医科大学横浜市西部病院で，血液培養陽
性検体から K. pneumoniae および K. variicola を検出した
245症例 247株を対象とした。期間中重複した患者から検出
した株は 1株目を対象とし，2株目以降は検討から除外した。
期間中に異なる菌種を検出した 2症例，4株は検討対象とし
た。
2．方法
1）同定
質量分析装置MALDI Biotyper（ブルカージャパン株式会
社）を用いてMALDI Biotyperリファレンスライブラリ
（Ver. 9.0）で同定検査を実施した。セルスメア法で実施し，
score 2.0未満の株に関してはオンプレートギ酸抽出法で再
検査を実施した。最も上位に挙げられた菌種を同定菌とした。
ただし，MALDI Biotyperでは K. quasipneumoniae は現在
のライブラリに菌種搭載されていないため表示されない。
2）アドニット分解能
ペプトン（日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）1.5
g，ブロモクレゾールパープル（0.08%，シグマ アルドリッ
チ ジャパン合同会社）2.5 mL，アドニトール（10%，東京
化成工業株式会社）5.0 mLに蒸留水を加えて 100 mLとし，
高圧蒸気滅菌後に滅菌チューブに 2 mLずつ分注した。被検
菌を接種後，37℃で一夜培養し，紫色から黄色へ色調変化
を認めれば陽性と判定した。陰性の場合は最長 15日間観察
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Table　1.　 Results of antimicrobial susceptibility test against Klebsiella pneumoniae and Klebsiella 
variicola.

antimicrobial agents
number of susceptible strain 

(%) P-value
K. pneumoniae K. variicola

ampicillin＊ 8/188 (4.3) 15/59 (25.4) ＜0.01
piperacillin 99/187 (52.9) 52/59 (88.1) ＜0.01
sulbactam/ampicillin 161/188 (85.6) 59/59 (100) ＜0.01
clavulanic acid/amoxicillin 166/177 (93.8) 58/58 (100) 0.06
tazobactam/piperacillin 182/188 (96.8) 59/59 (100) 0.34
cefazolin 150/171 (87.7) 49/50 (98.0) 0.03
cefaclor 176/188 (93.6) 59/59 (100) 0.07
cefmetazole 187/188 (99.5) 59/59 (100) 1
cefotaxime 179/188 (95.2) 59/59 (100) 0.11
ceftriaxone 178/188 (94.7) 59/59 (100) 0.12
ceftazidime 181/188 (96.3) 59/59 (100) 0.2
cefpodoxime proxetil 167/177 (94.4) 58/58 (100) 0.07
cefepime 180/188 (95.7) 59/59 (100) 0.2
imipenem 186/188 (98.9) 59/59 (100) 1
meropenem 187/188 (99.5) 59/59 (100) 1
aztreonam 181/188 (96.3) 59/59 (100) 0.2
amikacin 188/188 (100) 59/59 (100) 1
gentamicin 181/188 (96.3) 59/59 (100) 0.2
minocycline 168/188 (89.4) 55/59 (93.2) 0.45
ciprofloxacin 170/177 (96.0) 57/58 (98.3) 0.68
levofloxacin 185/188 (98.4) 59/59 (100) 1
sulfamethoxazole-trimethoprim 161/188 (85.6) 58/59 (98.3) ＜0.01
β-lactamase production
Extended-spectrum β-lactamase-producing strains 8/188 (4.3) 0/59 (0.0) 0.2
AmpC β-lactamase-producing strains 2/188 (1.1) 0/59 (0.0) 1
Carbapenemase-producing strains 0/188 (0.0) 0/59 (0.0) 1

According to CLSI document: M100-Ed31, P-value: results of Fisher’s exact test.
＊ Intrinsic resistance

を継続した。Neg Combo EN3Jパネルで測定を実施した 12
株において，同法と結果が一致するか事前検討を行った。
3）薬剤感受性
Clinical and Laboratory Standards Institute（CLSI）M100-

Ed31８）の方法に準拠し，微量液体希釈法（MIC法）およびディ
スク拡散法（Disk法）を実施した。MIC法は，MicroScan
WalkAway Neg ComboEN3Jパネル，Neg MIC 1Jパネル，
Neg MIC EN2Jパネル（ベックマン・コールター株式会社），
Disk法は KBディスク（栄研化学株式会社）およびセンシ・
ディスク（日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）を使用
した。ESBL産生および AmpC産生確認試験は AmpC/
ESBL鑑別ディスク（関東化学株式会社），メタロ―β―ラクタ
マーゼ産生確認試験は SMA disk（栄研化学株式会社）を用
いて実施した。
4）統計手法
K. pneumoniae 群と K. variicola 群の 2群間でアドニット

分解能およびMIC法による各薬剤の薬剤感受性を Fisherの
正確検定で比較した。K. pneumoniae 群と K. variicola 群の
2群間で Disk法による阻止円径をWilcoxonの順位和検定で
比較した。なお，有意水準は 1%とし，データの入力と解析
には JMP Pro Ver. 15.2（SAS Institute Inc., Cary,NC, USA）

を用いた。

結 果
1．菌種同定の評価
K. pneumoniae は 188/247株（76.1%），K. variicola は 59/

247株（23.9%）であった。検出状況は 2018年（K. pneumoniae
55株，K. variicola 18株），2019年（K. pneumoniae 53株，
K. variicola 13株），2020年（K. pneumoniae 51株，K. var-
iicola 20株），2021年 1-6月（K. pneumoniae 29株，K. vari-
icola 8株）であった。
2．アドニット分解能
陽 性 は K. pneumoniae 178/188株（94.7%），K. variicola

7/59株（11.9%）であった（p ＜0.01）。K. pneumoniae で
は培養 2日目に 8株，3日目に 3株，5日目に 1株，8日目
に 1株が陽性となった。なお，事前検討として実施した 12
株では，Neg Combo EN3Jパネルで測定した結果と 100%
の一致率であった。
3． MIC法を用いた薬剤感受性の評価（Table 1，2）
ampicillin（ABPC）［K. pneumoniae 8/188株（4.3%），K.
variicola 15/59株（25.4%），p=＜0.01］，piperacillin（PIPC）
［K. pneumoniae 99/188株（52.9%），K. variicola 52/59株
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Figure　1.　 Comparison of zone diameters between Klebsiella pneumoniae and Klebsiella variicola using the disk diffusion method. p-
value; Wilcoxon rank-sum test
ABPC: ampicillin, AMPC: amoxicillin, PIPC: piperacillin, CEZ: cefazolin, SBT/ABPC: sulbactam/ampicillin, CVA/AMPC: cla-
vulanic acid/amoxicillin, TAZ/PIPC: tazobactam/piperacillin, CET: cefalotin.

Table　2.　 Results of ampicillin susceptibility test and Adonitol 
hydrolysis test against Klebsiella pneumoniae and 
Klebsiella variicola.

number of strains (%)
K. pneumoniae
(n＝188)

K. variicola
(n＝59)

adonitol hydrolysis
＋ － ＋ －

ampicillin MIC 
(μg/mL)

≦16  20 1 4 42
≧32 158 9 3 10

（88.1%），p=＜0.01］，sulbactam/ampicillin（SBT/ABPC）［K.
pneumoniae 161/188株（85.6%），K. variicola 59/59株
（100%），p =＜0.01］，sulfamethoxazole/trimethoprim（ST
合剤）［K. pneumoniae 161/188株（85.6%），K. variicola 58/
59株（98.3%），p=＜0.01］で，K. pneumoniae の感性率が
有意に低かった。
4． Disk法を用いた薬剤感受性の評価（Fig. 1，2）
ABPC，PIPC，AMPC，SBT/ABPCで阻止円径に有意差
を認めた。また，AMPCディスクでは阻止円径の違いが明
瞭に鑑別でき，K. pneumoniae では阻止円を形成しない株
が約 96%存在した。K. pneumoniae では ESBL産生菌 8株，
AmpC産生菌 2株が検出されたが，カルバペネマーゼ産生
菌は検出されなかった。また，K. variicola ではこれらの多
剤耐性菌は検出されなかった。

考 察
今回の検討では，血液培養陽性検体 247株中に K. pneumo-

niae 188株（76.1%），K. variicola 59株（23.9%）が検出さ
れた。これは国内外で行われた過去の報告と同様の分離率で
あった２）～４）。生化学的性状に基づく同定試薬を使用している
施設においても，K. variicola が日常的に分離される菌とし
て認識する必要がある。K. variicola の検出状況に経年的変
化はなく，質量分析装置で同定が可能となる以前から一定数
検出されていたと考える。
アドニット分解能は K. pneumoniae の 94.7%が陽性，K.
variicola の 88.1%が陰性という結果であった。K. variicola
が菌種登録された当初，アドニット分解能の違いが K. pneu-
moniae と K. variicola の鑑別点として報告されたが６）７），そ
の後の報告で必ずしもそうならないことが報告された９）１０）。
我々の検討においても K. variicola のうち 11.9%は陽性であ
り，アドニット分解能は菌種同定の鑑別法として用いること
はできなかった。
薬剤感受性では，過去の報告１１）１２）と同様にペニシリン系薬

と ST合剤で有意に K. variicola の感性率が高かった。また，
Disk法において AMPCで有意に阻止円径の差を認めたが，
CVA/AMPCで有意差がなくなったのに対して，ABPC，
SBT/ABPCではどちらも有意差を認めた。K. pneumoniae
は SHV型，K. variicola は LEN型の β―ラクタマーゼ遺伝子
を染色体に保有する１３）。この β―ラクタマーゼ遺伝子の違い
がペニシリン系薬のMIC値や Disk法の阻止円径に有意差
を与えた原因と考える。酵素学的活性を比較した報告は過去
にないが，K. variicola の保有する LEN型 β―ラクタマーゼ
は SHV型に比べてペニシリン系薬の分解能が低い可能性や
産生量が少ない可能性が考えられる。同様に β―ラクタマー
ゼ遺伝子によって，β―ラクタマーゼ阻害薬による阻害能に
違いがあることが示唆された。この薬剤感受性の違いは，K.
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Figure　2.　Zone diameter difference of penicillins between Klebsiella pneumoniae and Klebsiella variicola.
A. Klebsiella pneumoniae.
B. Klebsiella variicola.
ABPC: ampicillin, AMPC: amoxicillin, SBT/ABPC: sulbactam/ampicillin, CVA/AMPC: clavulanic acid/amoxicillin.

variicola を鑑別していない施設において K. pneumoniae
complexの耐性率を過小評価することに繋がる可能性がある。
今回の検討において，K. variicola の ESBLおよび AmpC産
生株は検出されなかった。しかし，検討期間中に尿由来の K.
variicola で ESBL産生株を検出している。過去にはバング
ラディッシュの新生児病棟で高病原性多剤耐性 K. variicola
による致死的アウトブレイクが報告されており，薬剤耐性株
の動向には注意が必要である１４）。
そこで我々は，アドニット分解能と ABPCのMIC値を併
せて評価することにより K. variicola の鑑別ができるのでは
ないかと考えた。Table 2の結果からアドニット分解能陰性
かつ ABPC≦16 μg/mLを示した 42/43株（97.8%）が K. var-
iicola であり，推測可能と考える。しかし，K. variicola の 42/
59株（71.2%）で認めた性状であり感度が低いことに留意が
必要である。国内の臨床検査室における質量分析装置の普及
率は 20%未満とされ，菌種同定の方法は自動分析装置を用
いた生化学的性状による方法が主に行われている１５）。質量分
析装置による K. variicola の同定は PCRなどの遺伝学的同
定検査と同等の精度と報告されており１１）１２），検査室における
同定には質量分析装置の導入が有用である。本検討の限界と
して，質量分析装置による同定に基づく検討のため K. qua-
sipneumoniae の解析は実施できていない。K. quasipneumo-
niae は血液由来 K. pneumoniae complexの 6.5～10%で分
離されることが報告２）～４）されている。執筆時点のMALDI Bio-
typerリファレンスライブラリ（Ver.11.0）においても K. qua-
sipneumoniae は含まれていないため，K. pneumoniae com-
plexの正確な鑑別には β―ラクタマーゼ遺伝子を用いたマル
チプレックス PCR１３）や，Klebsiella MALDI TypeR１６）などの
Webツールを用いる必要がある。
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Klebsiella pneumoniae complex includes four species, K. pneumoniae , Klebsiella variicola , Klebsiella quasipneumoniae , and
Klebsiella africanensis . In this study, K. pneumoniae complex detected in blood culture-positive specimens were re-identified
by MALDI-TOF MASS, and the possibility of identification of two species, K. pneumoniae and K. variicola , by using two
methods, adonitol hydrolysis and antimicrobiol susceptibility testing, was investigated. Our findings revealed that 42 out of 43
isolates (97.8%) exhibiting negative adonitol hydrolysis and ampicillin susceptibility of ≤ 16 μg/mL were identified as K. varii-
cola . However, 17 out of 59 isolates (28.8%) could not be reliably differentiated from K. variicola , suggesting that this crite-
rion alone may not be a dependable means of identification.


