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β-lactamase測 定 法 の臨 床 細 菌 へ の応 用

(1)各 種 β-lactamaseお よび生菌による測定法の感度

武藤 弓子 ・小川 正俊 ・吉 田 勇 ・五島瑳 智子

東邦大学医学部微生物学教室

(昭和57年10月29日 受付)

β-lactamase簡 易 測 定 法4法(nitrocefin spot plate法,disk法,starch paper法,slide

glass法)を β-lactamase産 生標準株の生菌および産生酵素を用いて感度を調ぺた結果,nitrocefin

spot plate法 が最も感度が良かった。またdisk法 の基質としてCephaloridineを 用いることによ

り,Penicillin Gの 場合より,10倍 以上感度が上昇した。

Richmond type I型 の酵素はその産生菌種により,感 度に大 きな差が認められたが,臨 床分離

耐性株のうち,最 も分布率の高いRプ ラス ミド支配の皿型酵素は測定法間に感度の差が認められな

かった。

各 種 β-lactam系 の抗 生 剤 の 広 汎 な使 用 に伴 い,臨 床

分 離 耐 性株 の増 加 は著 しい。 β-lactam剤 耐 性 は菌 の産

生す る β-lactamaseに よ る もの が 最 も多 く,臨 床 細 菌

学 的 に は,薬 剤感 受 性 測 定 成 績 と同 時 に この 酵 素産 生 の

有 無 を 知 る こ とは臨 床 治 療 上 有 意 義 で あ る。β-lactama-

se測 定 に は ヨ ウ素 法1～3),ヒ ドロキ サ ム酸 法8,9),バ イ オ

ア ッセ イ法10),変 色 基 質法11)な どが 知 られ て い るが.こ

れ ら測定 法 は手 技 が 複 雑 で あ るた め,臨 床 分 離 株 へ の 適

用 は不 適 当 で あ る。そ こで β-lactamase簡 易 測 定 法 と し

て 知 ら れ て い る ヨ ウ素 法 の変 法 で あ るslide glass法12)

starch paper法13),disk法,さ らに 変 色 基 質 法 で あ る

nitrocefinを 用 い たnitrocefin spot plate法11)の4法 に

つ い て,日 常 の臨 床 細 菌 検 査 で の 実 用 化 を 目標 と して,

β-lactamase産 生 標 準 株 の 生 菌 な らび に 酵 素 を用 い,基

礎 的 検 討 を行 な った 。

I. 実 験 材 料 お よ び 実験 方 法

1. 使 用 菌 株

本 実 験 に 使 用 した 菌株 お よびMIC値 をTable 1に 示

した 。MICの 測 定 は化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 準 じ,接 種

菌 量 は106cells/mlで 行 な った 。

2. 粗 酵 素 液 の 調整

トリプ トソイ プ ロ ス(栄 研)中 で37℃,一 夜 培 養 し

た菌 を 遠 心 して 集 菌 し,0.1M phosphate buffer (pH

7.0)で1回 洗 浄 した の ち,同bufferに 懸濁 し,超 音波

破 砕 した の ち,3,500×g,10分 間 遠 心 し,上 清 を一 夜

4℃ に て透 析 し,内 液 を 凍 結 乾燥 した試 料 を粗 酵 素 標 品

と した 。

市 販 の酵 素 はB. cereus由 来 のpenicillinase (Sigma)

お よびE. cloacae由 来 のcephalosporinase (Miles)を

用 い た 。

3. β-lactamaseの 活 性 測 定

酵 素 活 性 はCephaloridineを 基 質 と して 用 い,ミ ク

ロ ヨー ド法3)で,30℃,1時 間 に1μ mole水 解 する量を

1unitと し,β-lactamase量 はmg蛋 白当 りで表示 し

た。 蛋 白量 はFolinの 方 法 に よ り測 定 した。

市 販 の 酵 素 は 記 され て い る活 性 で記 した。

Table 1 Type of enzymes and MICs of strains

*Ref . 15
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4. β-lactamase簡 易測 定 法

試料 として粗酵 素 標 品 お よび そ の 培 養菌 体 を用 い た 。

1)disk法:Penicillin Gを15%な らび に プ ロム ク

レゾール パ ー プル を0.1%含 有 した デ ィ ス ク表 面 に試 料

を塗沫 し,30分 後,黄 色 に 変 化 した もの を 陽 性,変 化

のないものを 陰性 と した。

2)slide glass法;ス ライ ドグ ラス 上 に ペ ニ シ リン

ヨー ド液{Penicillin G液1.5ml(50万 単位)+ヨ ー ド

液1ml}を 滴 下 し,そ の上 に試 料 を塗 沫 した の ち,0.4

%可 溶性 デ ンプ ンを 滴 下 し,5分 後,白 色 に変 化 した も

のを陽性 と し,変 化 の な い も の を陰 性 と した。

3)starch paper法:デ ンプ ン処 理 炉 紙(7cm×2

cm)をPenicillin G液(リ ン酸buffer中100mg/ml)

中に10分 間 ひ た した の ち,炉 紙 を シ ャー レ内に 広 げ,

試料を塗 沫す る。30℃,30分 後,ヨ ー ド試 液(I2+KI)

を滴下 し,白 色 に 変化 した場 合 を 陽 性,変 化 の な い もの

を陰性 と した。

なお,1),2)お よ び3)の 方 法 に お い て,基 質 を

Penicillin Gの 代わ りにCephaloridineを 用 い て 同 様

の実験を行 な った 。

4)nitrocefin spot plate法:シ ャー レの ウ ェル 内に

nitrocefin(新 日本 実 業)100μl(リ ン酸buffer中0.25

mg/ml)を 入れ,試 料 を 接 種,か くは ん し,30分 後,

18時 間後 に赤 色 に 変 化 した もの を 陽 性,変 化 の ない も

のを陰性 と した 。

II. 実 験 成 績

1. Nitrocefin spot plate法 の 各 種 酵 素 に よ る感 度

Fig.1に 示 す よ うに,各 菌 種 か ら得 られ た 粗 酵 素,

Richmond type Ia, Ic, Id, IIb,III, IVb, Vaの

各 酵 素 と も3.4unit以 下 で30分 反 応 させ る とす べ て 陽

性 とな った 。 横 軸 は 陽 性 とな った 酵 素 の 最 少 量 で あ る。

2. Disk法,starch paper法 お よびslide glass法

の 各酵 素 に よる 感度

基質 をPenicillin Gで 行 な った場 合,上 述 のnitro-

cefin spot plate法 に比 べ 感 度 が鈍 く,し か も酵 素 型 に

よ り大 き な差 が 認 め られ た 。 す な わ ちdisk法 の場 合 陽

性 を 示 す の は,0.2～340unit以 上,slide glass法 の

場 合 は,0.2～340unit,starch paper法 の 場 合 は,

2.2～750unitの 酵 素量 を要 した。 特 にIa型 酵 素 の場

合,測 定 法 間 の み な らずIa型 酵 素 を 産 生 す る菌 種 の違

いに よ り感 度 に 大 きな 差 が 認 め ら れ た(Fig.2)。

3. Disk法 に お け る基 質 の 検 討

上 述 の よ うに,Penicillin Gを 基 質 と した場 合,cep-

halosporinaseで あ るIa型 酵 素 の 感 度 が極 め て悪 い こ

とか ら,基 質 をCephaloridineに 変 え てdisk法 で の

感 度 を 調 べ た 結 果 をFig.3に 示 した 。

特 に,P. rettgeri GN 624お よびP. inconstans GN

627のIa型 酵 素 で は,基 質 をCephaloridineに す る

と,陽 性 とな るの に 要 す る酵 素 量 はPenicillin Gの 場

合 の 約1/10と な り,明 らか に 感度 が上 昇 した。

Fig.1 Sensitivity of nitrocefin spot plate method

Sensitivity (activity of enzyme(U/ml))
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Fig. 2 Sensitivity of ƒÀ-lactamase rapid detecting methods

Fig. 3 Sens itivity of disk method

4. Richmond type III型酵素の感度

Table 2はE. coli 121とE. coli ML 1410 (RGN

823)の2株 の皿型酵素について,測 定 法の感度を比較

した成績である。Nitrocefin spot plate法 の感 度 が最

も良いが.他 の測定法においても,測 定法間および酵素

由来株間の感度差は10倍 以内であった。またdisk法

の場合の基質がPenicillin Gで もCephaloridineで も

感度に差がなく,こ のタイプの酵素はいずれの測定法で

も検出しやすいことが示された。

5.市 販の酵素標品を用いた各種測定法の感度

現在,β-lactamase酵 素標品として市販されている酵

素を用いて4種 の測定法の感度を比較した成績をTable

3に 示 した 。4法 の うちnitrocefinを 基 質 としたnitro-

cefin spot plate法 が,他 の 測 定法 よ り10倍 以上感度

が 良 か った 。 また 当 然 で は あ る が,penicillinaseの 場合

はPenicillin G, cephalosporinaseの 場 合 に はCep-

haloridineを 基 質 と した方 が感 度 は10倍 以上 良好 とな

っ た。

6. 標 準株 の菌 体 を用 い た各 種 測 定法 の 感度

酵 素 を用 い た場 合 の結 果 と同様,菌 体 を用 い た場合に

もnitrocefin spot plate法 が最 も感 度 が 良 く,他 の測

定 法 はnitrocefin spot plate法 に 比べ 感度 が悪か った。

ま たIII,IVb型 酵 素 由 来 株 は4種 の い ず れ の 測定法で

も 陽 性 で あ った 。 一 方,Ia,Id型 酵 素 産生株 で あ る
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Table 2 Sensitivity of ƒÀ-lactamase rapid detecting methods by Richmond type III enzyme

Sensitivity (activity of enzyme (U/ml))

Table 3 Sensitivity of ƒÀ-lactamase rapid detecting methods by penicillinase of B. cereus or cephalo-

sporinase of E. cloacae

a. Sensitivity was indicated by unit/ml

b. Substrate was nitrocefin.

Table 4 Sensitivity of ƒÀ-lactamase rapid detecting methods by ƒÀ-lactamase standard strains

+ Positive, -Negative
* Induction by penicillin G or cloxacillin

.

Rrettgeri GN 624 , P. aerugixosa P-32は い ず れ

の測定法 で も 陰 性 で あ った が .前 培 養 の 培 地 にPeni-

cillin G(0.1μg/ml)ま た は、Cloxacillin(0.1μg/ml)

を加えて培養 した菌 ではspot plate nitrocefin法 の18

時間後の成 績の み 陽性 とな り,他 の 方 法 で は 陰 性 で あ っ

た。 これ は培地 中 のPenicillin Gま た はCloxacillinに

より β-lactamaseが 誘 導 され 産 生 量 が 増 加 した た め と

考 え られ る。

III. 考 察

β-lactamase簡 易 測 定 法4法 の うち,当 然 で は あ る

が,nitrocefin spot plate法 が最 も感度 が 良 か った 。 さ

らにdiskを 用 い たnitrocefin法 の方 が簡 便 で あ る こ

とか ら臨床 的 有 用 性 は高 い と考 え られ る。 他 の3種 の 測

定 法 の うち,disk法 は 最 も操 作 が 簡 単 で あ り,し か も
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Penicillin GとCephaloridineの 両基質をそれぞれ用

いることによりcephalosporinaseお よびpenicillinase

の両酵素の検出が可能 となることが示唆された。

臨床分離株のうち,耐 性が問題となるのは菌種特異的

な染色体性の耐性 とプラスミド性の耐性である。グラム

陰性桿菌のうちP. mirabilisとKlebsiellaの あるもの

以外は,染 色体性 β-lactamaseを 産 生する14)。またブ

ドウ球菌のpenicillinaseは ミニプラスミド,P. mira-

bilisのpenicillinaseは ミニプラス ミドあるいはRプ

ラス ミドに支配されることから14),ブ ドウ球 菌 とP.

mirabilis以 外 の菌種では,β-lactamase産 生量が問題

となる。 しかもこの染色体性の β-lactamaseの 一つで

あるIa型 酵素の場合,産 生する菌種により,同 一測定

法においても感度が異なること(Fig.2,Fig.3)か ら,

本法での検出可能な β-lactamase量 とMIC値 の関係

は多 くの臨床分離株を用いて検討する必要がある。

一方
,Rプ ラス ミド支配のIII型酵素の場合には,4測

定法のいずれにおいても,そ の感度に大きな差がなかっ

たことから(Table 3),臨 床上問題 となる伝達性Rプ ラ

スミド支配の β-lactamaseは これらの方法で検出可能

であることが示唆された。 このことは酵素の結果のみな

らず,生 菌を用いた場合も同様であったことから,臨 床

分離株における有用性がさらに拡大されると考えられる。

しかしながら,こ れらの方法により β-lactamase検

出を臨床分離株に適用する際に注意すべきことは,抗 菌

剤に対するMIC値 が相当高いにもかかわ らず,β-lac-

tamase産 生が陰性となる菌種が存在することである。

この原因として,薬 剤が細胞外膜を透過 しにくい場合14)

また菌の β-lactamase産 生に誘導を必要 とする場合等

が考 え られ る。特 に,P. aeruginosaの 場合,β-lac-

tamase産 生に誘導を必要 とすることが知られているこ

とから14),多 くの臨床分離株を用いて酵素の誘導産生の

条件検討が必要と考えられる。この点については次報で

報告する。
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AN APPLICATION OF ƒÀ -LACTAMASE RAPID DETECTING

METHODS TO CLINICAL MICROBIOLOGY

(1) THE SENSITIVITY OF THE METHODS IN VARIOUS ƒÀ-LACTAMASE AND ITS

VIABLE CELLS

YUMIKO MUTO, MASATOSHI OGAWA, ISAMU YOSHIDA and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine

In the four ƒÀ-lactamase detecting methods (nitrocefin spot plate method, slide glass method, disk

method and starch paper method), the sensitivity of nitrocefin spot plate method was the best in

various ƒÀ-lactamase and its viable cells. In the disk method, the sensitivity increased to 10 fold by

cephaloridine substrate compared to penicillin G substrate.

It was observed that the sensitivity of Richmond type I enzyme changed depending on the sources

of the enzymes. On the other hand, there was no difference between the four methods in Richmond

type III, so that the detection of Richmond type III enzyme mediated by R plasmids may be useful

for the clinical.


