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β-lactamase検 出 を 日常 の 臨 床 細 菌 検 査 へ 導 入す る こ とを 目的 と し,disk法,slide glass法,

starch paper法,nitrocefin spot plate法 につ い て,多 くの 臨 床 分 離 株 を 用 い 有用 性 を検 討 した。

4種 の 方 法 の うち,菌 の培 養 にinducerと し てPenicillin G, Cephaloridine, Cefmetazole,

cefoxitinを 添 加 した培 地 を 用 い,12.5μg/ウ ェル のnitrocefinを 用 い たspot plate法 お よ び

disk含 有 基質 をPenicillin Gま た はcephaloridineを それ ぞれ15mgldiskと し たdisk法 が

陽 性 率 が 高 か った。

β-lactam抗 生剤 耐性 菌 株 は,β-lactamaseに 起 因 す る もの だ け で は な い た め,菌 種 に よ り β-

lactamase産 生能 と薬 剤 感 受 性 は 必 ず し も強 い相 関 が 認 め られ な い。

しか し β-lactam剤 に耐 性 の菌 が 不 活 化 酵 素 に よる もの か否 か を簡 単 に知 る た め に,以 上 の方法

は 日常 検 査 に充 分応 用 され 得 る と考 え られ た 。

前報 に お い て β-lactamase産 生 標 準 株 の生 菌 お よ び

酵 素 を用 い て β-lactamase検 出法 の基 礎 的 検 討 を行 な

っ た結 果,感 度 が 最 も良 い の は,nitrocefinを 用 い た

spot plate法 で あ る こ とが 確 か め られ た 。 しか し基 質 と

して のnitrocefinが 現 在 極 めて 入 手 し難 い た め,他 の

基 質 を用 い た 検 出 法 を 検 討 した 結 果,Penicillin Gお よ

びCephaloridineを 基 質 と したdisk法 に よ りpeni-

cillinase, cephalosporinaseの 両 酵 素 が高 率 に 検 出 さ

れ る こ と を報 告 した 。

本 報 で は,さ らに β-lactamase検 出法 の 臨 床 的 実 用

化 を 日標 と して,各 菌 種 の多 数 株 の生 菌 を 用 い,inducer

に つ い て も検 討 し,簡 単 な β-lactamaseの 検 出法 を設

定 した 。

1. 実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

1. 使 用 菌 株

Staphylococcus aureus 37株,Staphylococcus epi-

dermidis 24株,Streptococcus pneumoniae 22株,

Streptococcus pyogenes 19株,Streptococcus faeca-

lis 20株, Escherichia coli 30株,Klebsiella pneu-

moniae 20株,Proteus mimbilis 20株,Pmtms

vulgaris 20株,Proteus morganii 20株,Proteus

rettgeri 20株,Proteus inconstans 20株,Serratia

mamscens 20株,Entmbacter cloacae 20株,Ci-

trobacter freundii 8株,Haemophilus inuenzae 10

株,Pseudomonas aeruginosa 20株,Pseudomonas

cepacia 20株,Pseudomonas maltophilia 20株,

Acinetobacter calcoaceticus 20株,Alcaligenes fae-

calis 8株,Achromobacter xylosoxidans 10株,

Flavobacterium meningosepticum 7株, Bacteroides

fragilis 27株 を用 い た。

2. 使 用 薬 剤

Penicillin G(PCG) 1,554u/mg

新 日本 実 業

Cloxacillin (MCIPC) 900μg/mg

藤 沢 薬 品 工 業

Ampicillin (ABPC) 888μg/mg

台 糖 フ ァイ ザ ー

Carbenicillin (CBPC) 800μg/mg

台 糖 プ ァイ ザ ー

Cephaloridine (CER) 977μg/mg

新 日本 実 業

Cefazolin (CEZ) 964μg/mg

藤 沢 薬 品工 業

Cephalexin (CEX) 900μg/mg

萬 有製 薬

Cephalotin (CET) 930μg/mg

塩 野 義 製 薬

Cefoxitin (CFX) 938μg/mg

第 一 製 薬

Cefmetazole (CMZ) 935μg/mg
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Table 1 Comparison of inoculum size by ƒÀ-lactamase detecting method

Table 2 Comparison of ƒÀ-lactamase detection by disk method and nitrocefin spot

plate method

*:Substrate: nitrocefin

():%

三 共

3. 感受性測定法

使用した菌株に対する各種薬剤のMIC値 は 日本化学

療法学会MIC測 定標準法5)に準 じた。

4. β-lactamase検 出 法

前 報1～4)で 述 べ たdisk法,slide glass法, starch

paper法,nitrocefin spot plate法 を用 い た。

試 験 菌 は トリプ トソイ 寒 天(栄 研)を 使 用 し, 37℃
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Fig. 1 Effect of inducer on positive rate of disk method and nitrocefin spot plate method

に て 一 夜 培 養 した 。 た だ しB.fragilisはGAM寒 天

(日 水)を 使 用 し,嫌 気性 菌 培 養 装 置(Forma社)で 培

養 した 。B.fragilisで は,培 養 菌 体 のpHが 一 般 に酸

性 を示 す た め に,陽 性 と判 定 され る危 険 性 が あ る 。 そ こ

で1/15Mリ ン酸buffer(pH 7.0)に 菌 体 を懸 濁 して使

用 した 。

5. induction条 件

トリプ トソイ 寒 天 培 地(栄 研)にinducerと し て

Penicillin G, Cloxacillin, Cephaloridine, Cefmeta-

zole, cefoxitin各 々0.1μg/mlあ る い はPenicillin

G+cephaloridine各 々0.05μg/ml, total 0.1μg/ml,

お よ びPenicillin G+Cloxacillin+Cephaloridine+

cefmetazole各 々0.025μg/ml, total 0.1μg/mlを 加

え,試 験 菌 を37℃,18時 間 培 養 し,β-lactamase検 出

を 行 な っ た。

II. 実 験 成 績

1. 生 菌 に よ る各 種 β-lactamase測 定 法の感度の比

較

標 準株 を 含 む教 室 保 存 株 の うちS.aureus(5株), K.

pneumoniae(5株), E.coli(5株), P.morganii(5株),
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P.rettgeri(5株), E.cloacae(5株), S.marcescens

(5株)を 用い て,接 種菌 量109 cells/mlに よ る4種 の

測定法の β-lactamase検 出率 をTable 1に 示 した 。

S.aureusに お いて,感 度 が 良 く陽 性 率 が 高 い の は

nitrocefinを 基質 と し たspot plate法,Penicillin G

を基質 と したdisk法,starch paper法 で あ った 。

K.pneumoniaeで は,nitrocefin spot plate法, disk

法(基 質 はPenicillin Gお よび Cephaloridine), sta-

rch paper法(基 質 は Penicillin G)の 順 で あ った 。

E.coliの 場合, nitrocefin spot plate法 の 陽 性 率 が

最 も高 く,次 いでCephaloridineを 基 質 と したdisk

法,starch paper法(基 質 はCephaloridine)で あ っ

た。

P.morganiiで はdisk法(基 質 は Cephaloridine)

が 最 も陽 性 率 が 高 く,次 い でnitrocefin spot plate法

で あ った 。

P.rettgeriの 場 合,disk法(基 質 は Cephaloridine),

nitrocefin spot plate法,Penicillin Gを 基 質 と し た

disk法 の 順 に 陽 性 率 が 高 く,slide glass法,starch

paper法 では 検 出率 が 低 か っ た。

E.cloacaeで は,nitrocefin spot plate法 お よ び

Cephaloridineを 基 質 と したdisk法 の 陽 性 率 が 高 か っ

た 。

S.marcescensで は,nitrocefin spot plate法 が 最 も

陽 性 率 が 高 く,次 い でdisk法(基 質 は Cephaloridine),

slide glass法(基 質 はCephaleridine), starch paper

法(基 質 はCephaloridine),disk法(基 質 は Penicillin

G)で あ っ た。

Table 3 Correlation between ƒÀ-lactamase production in disk method and drvg-sensitivity by agar dilution method

* Breakpoints of NCCLS (1981)
** Breakpoints of Toho university

*** Substrate : Penicillin G
**** Substrate : Cephaloridine
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2. 臨床 分 離 株 を 用 い たnitrecefin spot plate法 と

disk法 の 感 度 の 比 較

前述 の 生菌 を用 い た 陽 性 率 の 比 較 か ら,最 も感 度 の高

いnitrocefin spot plate法 とdisk法 に つ い て各 菌 種

の 臨 床 分離 株 の 陽性 率 を 比 較 した成 績 をTable 2に 示

した 。

Penicillinase産 生 菌 で あ るS.aureus, S.ePidermi-

dis, P.mirabilis, K.pneumoniaeで はnitrocefin spot

Plate法 よ りもPenicillin Gを 基 質 と したdisk法 の

方 が 陽 性 率 が高 か った 。

P.vulgaris, P.morganii, S.marcescens, E.clo-

acae, P.aeruginosa, P.cepacia, A.calcoaceticus,

B.fragilisで はdisk法 の 基 質 をCephaloridineに す

る こ とに よ りnitrocefin spot plate法 とほ ぼ 同程 度 の

陽 性 率 が 得 られ た。

3. inducerの 検 討

nitrocefin spot plate法 お よびdisk法 に お い て β-

lactamase陰 性 と判 定 され た 株 を 用 い,inducerの 効 果

を 検討 した。

使 用 した菌 株 は臨 床 か ら分 離 され たS.aureus 8株,

S.epidermidis 10株,E.coli 2株,K.Pneumoniae 1

株,P.mirabilis 13株,P.vulgaris 2株,P.mor-

ganii 3株,P.rettgeri 10株,E.cloaeae 2株 で,す

べ てdisk法,nitrocefin spot plate法 におい て陰性を

示 した株 で あ る。

Fig.1に 示 した よ うにinducerと して培 地中にPeni-

cillin G, Cloxacillin, Cephaleridine, Cefmetazole,

Cefoxitinを 加 え て 培 養 した菌 体 を 用 い た 結 果,Cef-

metazole, Cefoxitinが 最 もinducerと しての 効果が高

く,β-lactamase陽 性 率 が 最 も 高 くな った。 しかし

Penicillin G, Cephaloridine, Cefmetazole, Cefoxitin

の4剤 を 同 時 にinducerと して 使 用す る こ とに より,

単 剤 よ りも 陽性 率 が高 くな る こ とが 認 め られた。

4. β-lactamase産 生 性 と薬 剤 感 受性 との相 関

これ ま で の実 験 でdisk法 は 操 作 が簡 単 で あ り,in-

ducerにPenicillin G, Cephaloridine, Cefmetazole,

Cefoxitinの4剤 併 用 を用 いれ ば,最 も高 い 陽性率を示

す こ とが 認 め られ た の で,こ の 方 法 を 用 いて β-lacta-

mase産 生性 と薬 剤 感 受 性 との 相 関 につ い て検討 した。

通 常 デ ィス ク法(薬 剤 感 受 性)で 用 い られているよう

に,感 受 性 を 感 性,耐 性 に分 け るMICのbreakpoint

(NCCLS-National Committee for the Clinical Labo-

Table 4 The detection of 13-lactamase in clinical isolates

* : Sputum
** : Pus
Disk method (+ : positive; -: negative)
Antibiotic disk (__??__,__??__ : sensitive;+,- : resistant)
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ratory Standards)に 基 づ い て,β-laCtamase非 産 生

株,産 生株 の比率 を 比 較 した 成 績 をTable3に 示 した 。

β-lactamase産 生 株 の中 で 各 種 抗 生 剤 に耐 性 の 株 の

比率は,S.aureusで はPenicillin G 77.0%, Ampi-

cillin 92.0%, Carbenicillin 88.0%, H. influenzaeで

はPenicillin G 100%, Ampicillin 100%, E.coliで

はAmpicillin 71.0%, Carbenicillin 71.0%, Cepha-

loridine 85.7%,S.marcescensで はCarbenicillin 100

%,B.fragilisで はcephalothin 100%を 示 した。

5. 臨床 材 料 お よび 分 離 菌 β-lactamase検 出 と 薬 剤

感受性

臨床 材料 か ら直 接 β-lactamaseの 検 出 が で きれ ば,

臨床的に抗 生剤 選 択 の有 効 な手 段 とな り うる た め に,臨

床材料 と して 尿,喀 痰,濃 汁 の11検 体 を 用 い て β-lac-

tamase検 出の成 績 をTable4に 示 した。

直接 β-lactamaseを 検 出で き る検 体 は11検 体 中2

検体 と少 な く,菌 を 分離 した生 菌 を 用 い た 場 合 に,11

検体中9検 体 と β-la-tamase検 出 が増 加 した。

β-lactamaseが 検 出 され た 株 は,Penicillin, Cloxa-

cillin, Ampicillin, Carbenicillin, Cephaloridine,

Cephalothin, Cephalexin, Cefazolinに 対 して 耐 性 が

みられ た。

III. 考 察

前報 の酵 素 の結 果 と同様,手 技 が簡 単 で あ るdisk法

は,臨 床分 離株 にお い て も優 れ た 感 度 を示 した。 しか も

disk法 は基 質 にPenicillinGま た は Cephaloridine

を用い る ことに よ り,Penicillinase, cephalosporinase

のどち らか を産 生す る菌 株 か を 判 定 で き る利 点 を もつ 。

さ らに基質 と して 他 の抗 生 剤 を 使 用 す れ ば,現 在 行 なわ

れてい る感 受性 デ ィス クに代 わ り得 る可 能 性 も あ る が,

薬剤の安定 性 とい う点 か らす べ て の 薬 剤 を 実 用化 す る こ

とは不可 能で あ る と考 え られ る 。

本研 究の結 果,disk法 に お い て β-lactamase産 生 性

と薬剤 感受性 との 間 に相 関 が み られ た菌 種 は S.aureus,

H.influenzae,E.coli, S.marcescens, B.fmgilisに

す ぎず(Table3),他 の菌 種 で は強 い相 関 が み られ な か

った。 この こ とは 菌 種 に よ り産 生 さ れ る β- lactamase

の基質特 異性 の違 い と,薬 剤 に よ り外 膜 透 過 性 に 差 が あ

ることに起 因 す る と考 え られ る。一 方 岡 田6)ら は,市 販 さ

れているBeta-Lactam Reagent Disk(Marion Labora-

tories社 製,β-lactamase活 性 の 測 定 法 はpH法)を

用い,β-lactamase産 生 の有 無 お よ び 薬 剤 感 受 性 の関

連について 検討 し,β-lactamase産 生株 はBeta-Lactam

Diskで60%に み られ,薬 剤 感 受 性 との 一 致 率 で み る

と,H.influenzae(98.3%), B.fyagilis(96-6%), P.

mirabilis(94.1%), S.aureus(89.6%), E.coli(80.6

%), E.cloaoae(67.3%)で あったと述べている。

本測定法はすべての菌種において β-lactamase産 生

性と薬剤感受性との間に必ず しも強い相関がみられない

ので,β-lactamaseの 検 出は各薬剤を基質 として行なう

ことが正 しいと考えられるが.現 時点では,本 測定法を

すべてのグラム陰性桿菌に適用する臨床的有用性は少な

いと考えている。

グラム陰性桿菌の β-lactam剤 に対する感受性は β-

lactamase産 生の有無ではなく,そ の産生量の多少に起

因するため,β-lactamase高 度産生株,低 度産生株をチ

ェックできる方法が望ましい。β-lactamase高 度産生株

はnitrocefin spot plate法 お よびPenicillin Gを 基質

としたdisk法 の両測定法において陽性 と判定される株

に多 く認 め られ た。 またS.aureusで はnitrocefin

spot plate法 に よる β-lactamase産 生性 とMICの 相

関を比較すると,デ ィスク法よりもMIC値 との相関が

強い薬剤も一部みられた。

いずれにしても臨床検査における β-lactamase検 出

は菌が分離された時点で行ない,β-lactamase産 生株で

あった場合は,加 水分解されにくい薬剤を選択すればよ

い。 一方 β-lactamase非 産生株であった場合,こ の時

点で β-lactam剤 の中から目的に応じて選択す れ ば よ

い。しかし菌種の同定,薬 剤感受性の結果が得られた時

点で第二次の抗生剤選択をする必要がある。す なわ ち

β-lactamase非 産生で耐性の株の場合には,耐 性を示 し

た薬剤は除外しなければならない。
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AN APPLICATION OF ƒÀ-LACTAMASE RAPID DETECTION

METHODS TO CLINICAL MICROBIOLOGY

(2) THE SENSITIVITY OF THE METHODS IN MANY

CLINICAL ISOLATES

MASATOSHI OGAWA, YUMIKO MUTO, ISAMU YOSHIDA,

SHUICHI MIYAZAKI and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine

We investigated the availability of ƒÀ-lactamase rapid detecting methods(disk method, slide glass

method, starch paper method and nitrocefin spot plate method) in order to make use of the methods

to clinical microbiology.

Nitrocefin spot plate method (nitrocefin 12. 5 ƒÊg/ml) and disk method (substrate was penicillin G or

cephaloridine) showed a higher sensitivities than other methods when penicillin G, cephaloridine,

cefmetazole and cefoxitin were added to bacterial cultures in order to induce ƒÀ-lactamase produc-

tion.

In some species, there was a relationship between the ƒÀ-lactamase production and drug-sensitivities.

Therefore, above four methods were useful to detect the ƒÀ-lactamase production of clinical isolates.


