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臨床分離の緑膿菌(P.aeruginosa,P.cepacia,P.maltophiliaお よびP.putida)を それぞれ
20～29株 を,低 濃度のCefoxitin(CFX)で 処理することにより β-ladamaseを誘導し,そ れら
のβ-lactamaseの産生能と抗緑膿菌用セフェム剤,Cefoperazone(CPZ)に 対する感受性の変化を

測定した。

P.aeruginosaの非構成型 β-lactamase産生株では,誘 導によって酵素産生は著しく上昇し,こ

れにともなってCPZに ある程度耐性化した。しかし構成型産生株では β-lactamase産生能の上昇

は軽度で,ま たCPZのMICは 変化しなかった。P.cepaciaで は試験株のすべては一定比率で,

かつ軽度のβ-lactamase産生の上昇が認められた。P.maltophiliaの非構成型酵素産生株は,菌株

によってβ-lactamase誘導産生能は大きく異なる。しかし各菌株のCPZに 対する感受性は酵素誘

導能と関係なく変化しなかった。P.putidaはCFXに より全く誘導を受けなかった。緑膿菌4菌

種のCFXに よるβ-lactamase誘導能およびCPZに 対する感受性の変化は菌種および菌種間で大

きく異なる。

また多数の試験菌株のうち,P.aeruginosa 1株 およびP.cepaciaの2株 は,CFXに よる誘導

後CPZを 含む一部の薬剤に対する耐性は,数 代の継代によっても大きく低下せず安定な耐性株が

得られた。

緑膿菌による単独または複数菌感染症は,多 くの場合

いわゆる難治性感染症として,そ の治療は化学療法にお

ける重要な課題となっている。特にこの菌種は他のグラ

ム陰性桿菌とともに,β-ラクタム剤の存在下に誘導的に

β-lactamaseを産生し,さ らに菌株によっては構成的

に高度に β-lactamaseを産生することが知られてい

る1)2).3),4)。

従来,β-lactamaseの 誘導については,主 として

Enterobacter cloacaeま たは.Pseudomonas aerugi-

nosaな どの特定の少数の菌株についての検討が行なわ

れ,Pseudomonas属 の全般の挙動は明らかではない。

われわれは臨床材料よりの分離頻度が比較的高いP.

aeruginosa,P.cepacia,P.maltophillaお よびP.

Putidaな どの主要菌種の新鮮分離株それぞれ20～29株

を用いて実験を行ない,現 在までに得られた結果を報告

する。

I.実 験材料および方法

1.試 験菌株

国 内 の 各 臨 床 施 設 に お い て 分 離 さ れ たP.aeruginosa

29株P.cepacia 23株,P.maltophilia 20株,P.puti-

da 20株 を 用 い た 。 ま た教 室 保 存 の標 準 株P.aerugino-

sa NCTC 10490お よびNo.2株 を対 照 と して 用 い た 。

2.使 用 薬 剤

Cefsulodin(CFS,武 田 薬 品工 業)

Cefoperazone(CPZ,富 山化 学 工 業)

Ceftazidime(CAZ,新 日本 実 業)

Cefoxitin(CFX,第 一 製 薬)

Cephaloridine(CER,鳥 居 薬 品)

Azthreonam(AZT,日 本 ス クイ ブ 社)

3.MIC測 定 法

日 本 化学 療 法学 会 標 準 法 に 従 っ た 。Mueller Hinton

broth(Difco)の 一 夜 培 養液 の100倍 希 釈 液 を 試験 菌 液

と し,寒 天 平板 希 釈 法 に よ り,37℃,20時 間 培 養後 に

MICを 判 定 した 。

4.β-lactamase活 性 の 測 定 法

培 養 後,集 菌,洗 浄 した 菌 懸 濁 液 を 超 音 波 処 理 に よ り
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Table 1 Induction of ƒÀ-lactamatie of P. aeruginosa and P. cePacia by cefoxitin

(a) P. aeruginosa (b)P.cepacia

破壊した。この液を酵素液とした。CERを 基質として,

水解速度を260nmに おける紫外部吸収の変化によって

求めた。試験菌のβ-lactamase活性はLowry法 によっ

て求めた単位蛋白当り,1分 間にCERを1μM分 解し

た場合を1単 位とした。

5,β-lactamaseの 誘導

各試験菌株のMueller Hiaton brothによる一夜培養

菌液を,CPXを20μg/mlに 含有する新鮮な培地に
10%(v/v)接 種し,37℃ で2時 間振盪した。

II.実 験 結 果

1.Pseudomonas属4菌 種のβ-lactamase誘導能の

比較

Pseudomonas属4菌 種の各試験菌株のうち一部の菌

株を無作為に選び,CFXに よるβ-lactamaseの誘導能

を比較した。

まずP.aeruginosa(13株)の 場舎,Table 1-(a)

のとおり標準菌株NCTC-10490な どβ-lactamase産生

能が低い菌株群(1.73～7.13U/mg)で は,例 外なく

CFXに より強い誘導能を示し,産 生酵素量は処理椀の

約34倍 から214倍 に達する。一方,非 誘導条件下で

β-lactamase産生量の多い5株 の構成的酵素産生株 で

は,2株 は酵素活性の上昇はみられなかったが,3株 で

は低倍率ではあるが産生酵素量の増加が認められた。す

なわちP.aeruginsaで は,CFX処 理により強い酵素

Table 2 Induction of ƒÀ-lactmase of P. maltophilia and P. putida by cefoxitin

(a) P. maltophilia (b) P. putida
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産生を示す誘導産生株と,殆 ど誘導能を示さないか軽度

に示す構成産生株に分類できる。

P.cepacia(10株)で は,1株 を除きCFX処 理前の

β-lactamase産生量とは無関係に,誘 導による酵素産生

は12～22倍 と比較的一走の倍率にとどまり,P.aeru-

ginosaの 場合とは異なった挙動を示 した(Table 1-

(b))。

P.maltophiliaでは検討した12菌 株間でβ-lactama-

seの 誘導能にはかなりの相違があり,3株 は魔生倍率

が約86～108億 の高度誘導株,1株 は中簿度誘導株

(29.7傍),そ の他の8株 は誘導による酵素産生の増加

は比較的低串であった。この菌種では,非 誘導時に β-
lactamase塵 生量の少ない菌株でも,CFX処 理により

P.aeruginosaほ ど一律に酵素誘導がみられなかった

(Table2-(a))。

またP.putidaで は,全般にβ-lactamaseの顕著な勝

Fig. 1-1 Relationship between ƒÀ-lactamase activity and cefopera.

sone susceptibility of P. aeruginosa and P . ce pacia before
and after induction by cefoxitin

(a)P.aeruginesa,(13 strain) (b)P.acpacia(10strain)

Fig. 1-2 Relationship betvveen 13-lactamase activity and cefopera-

zone susceptibility of P. maltophilia and P. putida before
and after induction by cefoxitin

(c) P. maltophilia(12 strain) (d) P.putida(11 strain)
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導は認められなかった(Table 2-(b))。

2.各 菌種のβ-lactamase活性とCPZ感 受{生との関

連

前項の実験に用いたPseudomonas 4菌種,各菌株の

誘導前後における β-lactamase活性と抗緑膿菌性セフ

ェム剤,CPZのMIC相 関を調べた。

P.aeruginosaの 場合(Fig.1-(a)),CFXに より強

い誘導能を示した菌株群ではCPZのMICも 影響を受

け,2管 以上MICが 大きくなる傾向が認められた。し

かし構成的に多量の β-lactamaseを産生する菌株では,

CPZのMICは200μg/mlま たはそれ以上と大きく,鰐

導処理によりMICの より以上の上昇は認められなかっ

た。P.cepaciaでは,CFXの 誘導後 β-lactamase活{生

に比較してCPZに 対するMICは 軽度の上昇が認めら

れた(Fig,1-(b))。P.maltophiliaは 前述のとおり,菌

株によって誘導後の β-lactamase産生能は一定しない

が,い ずれの場合もCPZのMICは 変化しなかった

(Fig.1-(c))。 またP.putidaで はCFX処 理の前後で

各菌株のβ-lactamase活性,CPZに 対するMICに 大き

な変化は1認められなかった(Fig.1-({藍))0

3.Psedomonas属 のCFXに よる誘導を各種抗縁

膿薗用β-ヲクタム剤の感受性
Pseudomonas異 の各菌種それぞれ20～29株 をCFX

による誘導処理後,5種 類のβ-ラクタム荊の感受性を

検討した。

Table 3に 明らかなとおり,P.putidaお よびP.mal-

tophiliaの各20株 中にはCFXに よるβ-lactamaseの

誘導処理後、MICが4傍 以上に上昇した菌株は認めら

れなかった。 しかしP.aeruginosaの29株 の うち約

30%の 麹株はCPZ,CAZお よびPIPCのMICが いず

れも4倍 以上に上昇した。すなわちCPXに よる処理

は,こ れらの薬剤の抗菌作用と拮抗した。また同様な菌

株がAZTに ついては約17%,CFSで は10%の 比率

で認められた。またP.cepacia 23株 ではPIPCお よび

AZTに90%以 上の菌株が4倍以上のMICの 上昇を示

し,CPZに 対しては約74%,ま たCAZお よびCFSに

はそれぞれ30%お よび13%が4倍 以上のMIC値 と

なった。

Table 3 Changes in susceptibility of Pseudomonas group to

antipseudomonal antibiotics after induction by cefoxitin

(% of strains with•†fourfold increase in MIC)

Table 4 Comparative MIC. of Pseudomonas group for antipseudomonal antibiotics
before and after induction by cefoxitin

MIC 50

*1(): N umber of strain.
*2A: Before induction.
*3B: After induction.
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Fig. 2 Drug susceptibility of stably resistant st rill. obtained
by cefoxitin- induction

P.aeruginosa No.8

A B C

P.cepacia No.54

A B C

P.cepacia No.103

A B C

A : Before induction.13: After induction,C: After 5-transfer in fresh medium.

Table 4は誘導の前後におけるMIC50を 求め,感受性

側のMICの 変化を観察した。この結果でもP.aerugi-

nosaお よびP.cepaciaに ついて,Table 3と 同様な傾

向を確認した0

4.安 定な誘導耐性株の分離

実験の項に記載した方法により,P.aeruginosa 29

株,P.cepacia 23株 をそれぞれCFXに より誘導処理

し,それらの菌株を薬剤を含まない培地で5代 継代した

(Fig.2)。

P.aeruginosa No.8株 ではCPZのMICが 最初

3.13μg/ml,誘導後25μg/mlに 上昇し,この誘導耐性株

を薬剤の存在しない培地で5代 継代するとCPZのMIC

は12.5μg/mlを 維持した。他の薬剤のMICは 継代に

よりもとの水準に復帰した。

P.cepacia No.54お よびNo.103株 はもともとCFS

には高度耐性で,誘 導処理によりこの薬剤のMICに は

変化はない。また両株ともCAZに 感受性であるが,誘

導の前後にこの薬剤のMICも 大きな変化はない。しか

し,No.54株 ではCPZ,AZTお よびPIPCのMIC

はCFXに よる誘導により,4倍,16倍 および8倍 にそ

れぞれ上昇し,薬剤を含まない培地による5代継代後も

各MICレ ベルは低下しない。またNo.103株 の場合も

これら3薬剤のMIC値 は誘導により上昇し,同様な継

代によっても原株のMICの8倍 以上の値が維持され

た。

以上の3株はCFX誘 導処理により,特定の抗緑膿菌

性β-ラクタム剤に安定的に耐性化した菌株であると判

定した。

III.考 察

Enterobacter,Citrobactr,Serratia,イ ンドール陽性

Proteus sp,,P.aeruginosaな どcephalosporinase type

のβ-lactamaseを産生する細菌は,あ る種の β-ラクタ

ム剤の存在下において酵素産生が誘導的に増強されるこ

とはよく知られている1),2),3),4),5)。しかし,一般にこの種

の検討は,ご く少数の特定の菌株を用いて行なわれ,そ

の結果から各菌種の β-lactamase誘導能を結論する傾

向がみられる。われわれはPseudomonas属 の主要な4

菌種から,それぞれ相当数の菌株を無作為に選び各菌種

のCFXに よるβ-lactamaseの特性を検討した。

本報の成績ではP.aeruginosa,P.cepacia,P.mal-

tophiliaおよびP.putidaのCFXに よるβ-lactamase

の誘導能には明らかに一括して論じ得ない相異があり,

同一菌種においても菌種間で特徴的な差異が認められ

た。この結果は少数の菌株についての成績に基づいて,

Pseudomonas属 全般の β-lactamaseの誘導を結論でき

ないことが明らかになった。ただ菌種間の傾向として,

P.putidaで は β-leactamaseの産生様式が構成的か非構

成的かに関係なく,CFXに よる β-lactamaseの誘導は

弱く,P.aeruginosaやP.maltophiliaと は対象的であ

った。またP.cepaciaの β-lactamase誘導は一定の制約

を受け,β-lactamase活性の上昇は中等度であった。

また緑膿菌は,一般に難治感染症例における菌交替あ

るいは複数菌感染症の起炎菌として関与することが多

く,抗 緑膿菌用抗菌剤の投与と同時または,こ れに先立

ってβ-ラクタム剤による治療が行なわれることがある。

このような症例においては,本 報の結果から明らかなと

おり,緑膿菌のβ-lactamaseの誘導に起因する抗緑膿菌
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用β-ラクタム剤の抗菌活性の低下についての配慮が必

要である。もちろん多くの場合,こ の種の拮抗現像によ

る活性の低下は一過性で,β-ラクタム剤の除去により抗

緑膿菌剤の抗菌活性は回復する。ただ.P.aeruginosa

またはP.cepaciaの 少数の菌株において,将定の薬剤に

対する耐性が比較的安定化することが舘められた。この

ような事喫は今後,in vivo実 験による確認の必要があ

る。
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Twenty to twenty-nine isolates each of P. aeruginosa, P. ce pacia, P. maltophilia and P. putida

were treated with a concentration of 20ƒÊg/ml of cefoxitin at 37'C for 2 hours to induce ƒÀ3-lactamase

production. The ƒÀ-lactamase activity of these strains and their susceptibility to cefoperazone, an
antipseudomonal cephem, are summarized as follows:

The ƒÀ-lactamase inducibility of cefoxitin in the Pseudomonas group and their susceptibility to

cefoperazone differed widely among the 4 species tested.

Enzyme activity increased sharply in the non-constitutive 13-lactamase producers among the P. aeru-

ginosa strains and considerably enhanced their resistance to cefoperazone. However, the enzyme acti-

vity of the constitutive p-lactamase producers increased only slightly and their susceptibility to

cefoperazone did not change. The n-lactamase activity of all the P. cepacia strains tested increased

slightly and consistently. Among the non-constitutive P-lactamase producers of P. nzaltophilia,

enzyme activity varied greatly but their susceptibility to cefoperazone did not differ. Cefoxitin did

not induce 3-lactamase production in P. putida.

A few of the P. aeruginosa and P. cepacia strains became resistant to cefoperazone and the resistance

persisted through five generations.


