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薬 剤 感 受 性 デ ィス ク法 検 査 に よ って β-ラ ク タマ ーゼ 誘 導 能 の強 弱,至 適 濃 度 お よび,β-ラ ク タ

ム剤 変 異 株 の選 択 が 可 能 であ る こ とが 判 った 。 特 に 緑 膿 菌 では 阻 止 円 の形 か ら β-ラ クタ マ ー ゼ 誘

導 能 はimipenem,cefmetazole,ampicillin,cephalothinで 強 くceftazidime,piperacillin,

aztreonamで は 弱か っ た。 ま た,従 来 酵 素 に対 して安 定 であ る と言 わ れ て き た β-ラ クタ ム 剤 の 多

くは β-ラ クタ マ ー ゼ 量 の増 加 に 伴 い 加 水分 解 され た 。

さ ら に各 β-ラ ク タ ム剤 に対 す る変 異 株 の 出現 頻 度 は ど の薬 剤 で も 概 し て10-4～10-6で あ り,

imipenemを 除 く β-ラ クタ ム剤 に よ り選 択 され た 変 異 株 は β-ラ ク タ マ ーゼ の増 量 に よ る もの であ

り,imipenem選 択 に よ る変 異 株 はimipenemの み に対 す る耐 性菌 で β-ラ クタ マ ー ゼ の量 的変 化

は 認 め られ な い もの が主 で あ っ た 。変 異株 の 中 に は β-ラ クタ ム剤 以 外 の薬 剤 に対 しMICの 低 い

耐 性 菌 も低 頻 度 な が ら分 離 され た 。
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緑膿菌に対する抗菌力の非常に優れた種々の抗菌剤が

開発され,そ れらの薬剤が臨床応用されると共に,新 薬

に対する耐性菌が着実に分離され,幾 多の問題を引き起

している1,2)。

我 々は,検 査室で臨床分離細菌に対する感受性試験を

行なっている際,TAUSKら3)が 報告している β-ラクタ

ム剤間の阻止円の拮抗現象を確認した。一方ブロス法に

よる β-ラクタム剤間の拮抗現象についてはすでに小林

ら4)が緑膿菌で,代 居ら5)がセ ラチア菌で報告している。

検査の際,こ の β-ラクタム剤間の拮抗現象は特に緑膿

菌で薬剤感受性試験を行な う際にimipenemと 他の β-

ラクタム剤間で強いことがわかった。また,一 般に緑膿

菌でその感受性試験 を行 なった際,β-ラ クタム剤阻止

円内に菌が高率に出現することに気 づいた。本論文で

は,こ の2点 を中心に若干の検討を行なったので報告す

る。

I. 材料 および方法

(1) 材 料

使用菌株は1988年 に群馬大学病院で分離 された臨床

分離緑膿菌96株 を用いた。また詳細な実験は分離菌の

中 か ら喀 痰 由来 の臨 床 分 離 株TY 553を 任意 に選び検討

した 。

(2) 方 法

薬 剤 感 受 性 試 験 は 感 受 性N寒 天 培 地(日 水)を 用い,

一 濃 度 デ ィス ク法(昭 和 デ ィス ク)で 行 な った。また,

平 板 法 に よ る最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)測 定 は,感 受性

測 定 ブ イ ヨ ンお よび 感 受 性N寒 天 培 地(日 水),菌 数約

4～6×106/mlを 用 い 日本 化 学 療 法 学 会 標準 法 に準処し

た6)。

使 用 薬 剤 はimipenem(IPM,万 有 製 薬),aztreonam

(AZT,日 本 ス ク ィブ),ceftazidime(CAZ,田 辺製薬),

cefmenoxime(CMX武 田 薬 品),cefotaxime(CTX,中

外 製 薬),cefuzonam(CZON,ビ ー チ ャー ム 薬品)

cefsulodin(CFS,武 田薬 品),latamoxef(LMOX,塩 野

義 製 薬),piperacillin(PIPC富 山化 学),carbenicillin

(CBPC,ビ ー チ ャム 薬 品),cefoperazone(CPZ,富 山

化 学),ceftizoxime(CZX,藤 沢 薬 品),gentamicin

(GM,塩 野 義 製 薬),norfloxacin(NFLX,杏 林製薬),

minocycline(MINO,日 本 レ ダ リー),cephalotin

(CET,塩 野 義 製 薬),ampicillin(ABPC,万 有製薬),

* 群馬県前橋市昭和町3丁 目39-15
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cefmetazole(CMZ,三 共)penicillin G(PCG,万 有

製薬)で あり,い ずれもその分与を受けた。

β-ラクタマーゼ活性測定は,37℃ 対数中期の 培養菌

体を,5σmMリ ン酸バッファ液(pH7.0)に 懸濁し,

これを氷冷にて超音波破壊 し,4℃ 30,000g 30分 間遠

心し,そ の上清を阻酵素とした。β-ラクタマーゼ活性は

cephalothinを 基質として用 い,36℃ UV法 に よ り測

定した。 なお β-ラクタマーゼ の比活性は1分 間当り

1μ moleを 加水分解する量を1単 位(U)と し蛋白当り

(mg)で 示 した。

変異株選択方法その1つ は各濃度の薬剤含有平板に菌

数の判明した菌液を0.1ml塗 布 し37℃ 18時 問培養後

平板上に増殖した菌集落を純化 しそのMICお よび耐性

菌の変異率を求めた(平 板法)。

その2つ は薬剤非含有平板に菌液を0.1ml塗 布 し,

この上に薬剤含有ディスクを置き37℃ 18時 間培養 し阻

止円の中に増殖 した菌数を求め,そ れぞれを純化 し同様

にMICお よび耐性菌の変異率を求めた(デ ィスク法)。

なお,変 異率は各平板上に塗布 した菌液中の生菌数を

求め,平 板法の場合はプレー ト上に増殖 した耐性菌/生

菌数 ディスク法の場合は阻止円内に増殖 した耐性菌/

阻止円内の菌数 とした。(Table 2参 照)。

ディスク法にお け る誘導濃度測定法は感受性N培 地

(日水角1号)に 約106前 後の菌数を塗布しそこに誘導

剤となるディスクと他の β-ラクタム剤ディスクをディ

スク間の距離を適当に変えて置 き37℃ 18時 間培養す

る。誘導能の有無は阻止円の欠けぐあいか ら判定し各誘

導剤の濃度を求めた。至適誘導濃度はディスク阻止円像

が最も半月状態に近いものをMICに 換算 し,か つその

うちの最小濃度で示 した。

A: aztreonam, B: imipenem, C: ceftazidime

Fig. 2. Induction of ƒÀ-lactam resistance by disc

method in Pseudomonas aeruginosa

II.結 果

(1)臨 床分 離 緑膿 菌 に 対 す る薬 剤 の 抗菌 力

臨 床 分 離 緑 膿 菌96株 のimipenem, aztreonam

piperacillin, ceftazidime, cefsulodin, cefoperazone,

norfloxacin, ofloxacin, minocycline各 薬 剤 に対 す る抗

菌 力 を 平板 法 で求 め,そ の 結 果 の 累 積 百分 率 をFig.1

に.示 した。 全 菌 株 の90%を 阻害 す る各 薬 剤 の阻 止 濃 度

(MIC90)は,imtpenemで は12.5μg/ml, ceftazidime

で は50μg/mlで あ っ た。 しか し他 の β-ラ ク タム 剤 の

MIC90は50～200μg/mlで あ っ た 。 ま た,norfloxacin

お よびofloxacinのMIC90は,3.1お よび6.25μg/ml

で あ り,そ の抗 菌 力 はimipenemに 比 べ 若 干 優 れ た値 を

示 した。

IPM: imipenem, CAZ: ceftazidime , AZT: aztreonam, CFS: cefsulodin, PIPC: pigeraeillin, NFLX: norfloxacin,
OFLX: ofloxacin, GM: gentamicin, MINO: minoeycline

Fig. 1. Sensitivity distribution of 49 strains of clinically isolated Pseudomonas aeruginosa
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(2) Imipenemと 他 の β-ラクタム剤間に認められ

る拮抗現象

緑膿菌の感受性試験を ディスク法を用い調べた際,

imipenemデ ィスクに隣接する β-ラクタム剤ディスク

の阻止円は,各 薬剤間の距離を変えることにより半月状

に欠ける,い わゆる阻止円の拮抗現象が(臨 床分離緑膿

菌30株 中28株 に)認 められた(Fig.2)。 また,こ の

拮抗現象の認め られた部位か ら菌を釣菌 し,再 度同様に

してその阻止円を調ベたところ,そ の阻止円形は前 と同

様の結果であった。すなわちこの阻止円の拮抗現象は,

可逆的であったことか らβ-ラクタマーゼの誘導 と推定

した。 緑膿菌TY553株 で,こ の現象が引き起 こされ

るimipenemの 濃度範囲を阻止円径か ら求めたところ

0.1～0.78μg/ml前 後 であった。液体プロス法にて β-ラ

クタマーゼを誘導す る際,誘 導剤 としてimipenem,

0.01μg/ml, 0.1μg/ml, 1.0μg/ml,お よびグラム陰性菌

の β-ラクタマーゼに対しその誘導能の 高い薬剤として

知 られているcefmetazole 25μg/ml, 100μg/ml, 500

μg/mlの 各濃度を37℃ で2時 間対数初期の培養菌(緑

膿菌TY553)に 作用させ,β-ラ クタマーゼ活性を調ベ

た。 な お 使 用 菌 株(緑 膿 菌TY553)に 対 す るimipe-

nem, cefmetazoleのMICは,そ れ ぞれ0.78μg/ml ,>

800μg/mlで あ る。Imipenemを0.1μg/ml処 理時の

β-ラ クタ マ ー ゼ活 性 は,2.906μ/mg Proteinで あ り,こ

の活 性 は非 誘 導 時 の 活 性 に 比 ベ 約200倍 上 昇 していた

(Fig.3)。 しか しimipenem 1.0μg/ml処 理 時 の β-ラク

タ マ ー ゼ 活 性 は,0.719μ/mg proteinで あ っ た。しか し

cefmetazoleを 誘 導 剤 と した 場 合cefmetazoleの 濃度の

上 昇 と共 に β-ラ クタ マ ー ゼ活 性 上 の 上 昇 が み られ,特

にcefmetazole 500μg/mlに お け る β-ラ クタマ ーゼ活性

は,imipenem 0.01μg/ml作 用 した時 の活 性 とほぼ同程

度 で あ った 。

一 方 β-ラ クタ マ ー ゼ誘 導 濃 度 は ,各 デ ィス クの 薬剤

間 の距 離 を 適 当 に 変 え 阻 止 円 径 をMICに 換 算す ること

に よ り求 め る こ とが で きた 。 緑 膿 菌TY553に お い て

ampicillin, cefmetazole, cephalothinデ ィス クを誘導

剤 と して,cefotaximeデ ィス クを 接 近 させ る(薬 剤濃度

を増 やす)こ とに よ り β-ラ クタ マ ー ゼ の誘 導 能お よびそ

の 時 の 濃 度 を 調 ベ た 。 各 β-ラ クタ ム剤 の 至 適誘導濃度

度 は,ampicillin 25μg/ml, cefmetazole, 12.5μg/ml,

IPM: imipenem, CMZ: cefmetazole

Fig. 3. Induction of ƒÀ-lactamase activity by treatment with 

imipenem and cefmetazole in Pseudomonas aeruginosa 

Table 1. Induction of ƒÀ-lactamase in Pseudomonas aeruginosa TY553 

by the disc method

Cells were selected by CTX. 

ABPC: ampicillin, CER: cephalothiri, CMZ: cefinetazole, 

CTX: cefotaxime
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Fig. 4. Cumulative curve of MICs of imipenem 

against Pseudonvonas aeruginosa

cephalothin 12.5μg/ml前 後 の 濃 度 で あ った 。(Table

1) しか しpenicillin Gを は じめ と した 他 の 各 β-ラ ク タ

ム剤 デ ィス ク,た と え ばceftazidime, piperacillin,

aztreonamな どに は,明 らか な 誘 導 能 が 認 め られ な か っ

た。

(3) 各 β-ラ ク タム剤 に よ る突 然 変 異株 の選 択

デ ィス ク法 に よ り緑 膿菌 の 感 受 性 試 験 を 行 な っだ 際

imipenemや,他 の 各 β-ラ クタ ム剤 デ ィス ク の 阻 止

円 内に 菌 集落 が 出 現 し た(Fig.2)。 ま ずこの 現 象 を

imipenemを 用 い 調 ベ た と こ ろ96株 中82株(85.4

%)に この現 象 が 認 め られ た 。 この うち49株 につ い て

原株 とimipenemの 阻 正 円 内増 殖 菌 のimipenemに 対

す るMICを 調 べ そ の結 果 をFig.4に 示 した 。

Imipenem突 然 変 異 株 は,原 株 に 比 べ2～4倍 高 い

MICを 示 し,そ れ は 継 代 培 養 して も安 定 であ った 。 続

いてこの中から任意に3株 を選びディスク法および平板

法たより β-ラクタム剤選択による変異株の出現頻度

お よび得られた 変異珠のMICを 比較 し その結果を

Table2に 示 した。β-ラクタム剤耐性株の出現頻度は,
いずれの薬剤でも,デ ィス ク法1×10-4～2×10-4,平 板

法1.5×10-4～4×10-5と ほぼ一致した。特に突然変異

株の 選 択 濃 度 は.デ ィメ ク中 心 よ り阻 止 円 内 に 増 殖 した

菌 集 落 ま での 距離 を測 定 す る こ とに よ り求 め られ る。 こ

れ ら変 異 株 の 多 くは,MICの 約4～8倍 濃 度 で 得 られ

て お り,こ の濃 度は 平 板 法 で分 離 した 際 の濃 度 とほ ぼ一

致 じた 。次 に任 意 に選 ん だ 臨 床 分離 緑膿 菌 株TY 553か

ら各 β-ラ クタ ム剤 阻 止 円内 に 出現 した 突 然 変 異 株 を そ

れ ぞ れ3株 ず つ 選 び,そ のMICを 測 定 した 。そ の結 果

aztreonam, ceftazidirne, cefotaximeに よ り得 られ た 変

異株 は そ の耐 性 型 か ら2つ の パ タ ー ンが 得 られ た 。 しか

しcefdzonam, cefsulodin, latamoxef, piperacillin,

carbenicillin,に よ り得 られ た 変 異 株 は8株 す べ て 同 一

パ タ ー ン であ った の で これ らの うち 各 々任 意 の 株 につ

い て のMICの 結 果 をTable3に 示 し た。 そ の 結 果

imipenem変 異 株 のMICは,原 株 に比 ベimipenemの

み16借 高い 値 を示 した 。 しか し,他 の β-ラ ク タ ム剤 を

含 め,gentamicin, norfloxacinに 対 す るMICは い ず れ

のimipenem耐 性菌 で も原 株 のそ れ と同 程 度 で あ った 。

Aztreonam, ceftazidime, cefotaxime, cefuzonam,

piperacillin選 択 に よ り得 られ た突 然 変 異 株TY551-1,

TY556-1, TY5574, TY558, TY561は,原 株TY

553に 比 べimipenem, gentamicin, nornoxacin耐 性 値

の上 昇 は 認 め られ なか っ た。 しか しimipenem以 外 の

β-ラ クタ ム剤 のMICは 著 し く 上 昇 して い た 。 ま た,

TY555-2, TY556-2, TY557-2, TY559, TY560,

Table 2. MICs estimated by _disc method in Pseudamonas aergginosa

★ No. of mutants in inhibition zone

R: Distance between disc and mutant. (mm)

Mutation frequency 
= No. of mutants in inhibition zone/No. of cells 

which plated in inhibition,zone
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Table 4. ƒÀ-Lactamase activity of Pseudomonas aeruginosa

1PM: imipenem, AZT: aztreonam, CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxime, 

 LMOX: latamoxef

Table 5.. ƒÀ-Lactamase activity of Pseudomonas aeruginosa

*

β-Lactamase  was induced by 0.1 ƒÊg/ml of imipenem

() Relative rate of activity

AZT aztreonam, CAZtai1je, CTX: cefotaxime, LMOX: latamoxef

TY 562はTY 555-1, TY556-1, TY557-1, TY558,

TY 561に 比 べimipenemを 除 く他 の β-ラ ク タ ム剤 の

MICの 上 昇 は少 な か った がaorfloxadnのMICが 確 実

に上 昇 して い た も の もみ られ た 。 こ の型 の 変 異 株 の β-

ラ クタマ ーゼ活 性 は 元 株 のそ れ と ほ ぼ 同程 度 で あ った

(後述)。

(4) 突 然 変 異株 の β-ラ クタ マ ーゼ 活 性

次 に これ らの 代表 的 菌 株 に つ い て そ の β-ラ クタ マ ー

ゼ活性 を調 べ た(Table4)。NorfloxatnのMICに は 変

化が認 め られ ず,か っ。imipenemを 除 く β-ラ クタ ム剤

に 高 いMICを 示 し た 変 異 株TY555-1, TY556-1,

TY 557-1の β-ラ クタ マ ー ゼ活 性 は,β-ラ クタ ム 剤 未 処

理の 条 件下 で,原 株TY553の 酵 素 活 性0.013μ/mg

proteinに 比 べ 相 対 活 性値 で 約13～100倍 上 昇 し て

い 馬 ま た,norfloxacinのMICが 上 昇 した 変 異 株

TY 555-2,TY 556-2, TY 557-2お よびimipenemの

MICが 高 くかつ他の β-ラクタム剤やnorHoxacinの

MICに 変化が認められなかった変異株TY 554の β-ラ

クタマーゼ活性は,原 株 とほぼ 同程度であった。Lata-

moxefの 変 異株TY560の β-ラクタマーゼ活性は,相

対活性値で原株に比べ7.8倍 を示し馬 なお,こ の変異

株のnorfloxacinのMICは 低度の耐性を示 した。

(5) 誘導による変異株の β-ラクタマーゼ活性

以上述べた突然変異株について,β-ラ クタマーゼ産生

様式が誘導型から構成型へと変化 したものか どうかを

検討 し,そ の結果をTable5に 示 した。誘導剤として

imipenem (0.1μg/ml)を 用 い調べた ところ,い ずれの

変異株においても,酵 素活性ば,誘 導前の活性に比べ

5～38倍 上昇 した。ま た,こ れらの変異株の誘導後の

β-ラクタマーゼ活性を,原 株の誘導後のそれと比較す る

と,相 対値で0.9～2.2で あ った。一方imipenem耐 性株

の β-ラクタマーゼ活性は誘導前および誘導後いずれも
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IPM: imipenem, CMZ: cefmetazole 

Fig. 5. Induction of ƒÀ-lactamase by imipenem 

and cefmetazole against Pseudomonas aeru-

ginosa TY 554

その活性は原株の誘導前,誘 導後のβ-ラ クタマーゼ活

性 と同じであった。しか しimipenem変 異株での酵素の

誘導濃度は原株0.01～1.0μg/ml.に 比 べ.0.1～20μg/ml

と,よ り高い濃度を必要 とした。これに対 しcefmetazole

はimipenem変 異株,原 株いずれにおいてもβ-ラ クダ

マーゼ誘導の至適濃度には変化が認め られ なか っ た。

(Figs.3,5)

III. 考 察

緑膿菌の薬剤感受性試験を行なった際 結果の項で述

べたごとくディスク法によりβ-ラ クタム剤によるβ-ラ

クタマーゼ誘導の有無 強弱が容易に判別でき,し かも

その阻止円径 に よりβ-ラ クタマーゼ誘導の至適濃度

さらに薬剤のβ-ラ クタマーゼに対す る安定性も知るこ

とがで きた。β-ラ クタ ム剤 ディスクの拮抗現象は金

沢ら7)に よ り,す で にPnteus mirabilis, Staphylo-

coccus aureusで 報 告されている。緑 膿菌では,imipe-

nemの み による拮抗現象をTAUSKら3)は 論報告 している。

小林ら4}は,プ ロス法により一定濃度のcefoxitinを 誘導

剤 として 緑膿菌を処理 した ところaztreonamで34.5

%, cefsulodin 10%の 割台で各菌株のMICが 上昇 した

と述べている。ディスク法によるimipenemの 拮抗現象

はceftazidime, aztreonamを 指標 した時,緑 膿菌では,

30株 中28株(93.3%)に 認 められた。拮抗現象の出現

割合は誘導剤 として用いるβ-ラ クタム剤の種類 方法

の違いによりずいぶんと異なるといえよう。

我々は先に腸内細菌でプロス法によるβ-ラ クタマー

ゼの誘導について報告したが8,9).こ の方法を用いcefo-

xitinと 同様緑膿菌に対 し抗菌力の弱いcefmetazale 25

μg/ml, 100μg/ml, 500μg/ml各 濃度を誘導剤として用

い調べたところ,そ のβ-ラ クタマーゼ活性は,0,242,

0.431,1.227で あ り,500μg/ml作 用 させた時の酵素活

性は非誘導時の約94倍 の上昇をみた。Cefmetazoleデ ィ

スクとceftazidimeあ るいはaztreonam各 ディスク間

の距離を変えることにより両者の間にやはり拮抗現象が

認められた。特にcefmetazoleは 互 いのディスク間の距

離を近づけることによりその程度は強かった。このこと

はディスク法によってもβ-ラ クターゼ活性は数10倍

上昇 し,そ の結果β-ラ クタマーゼに安定とされてきた

ceftazidime, aztreonam, cefsulodin等 々も酵素量の増

加に伴い加水分解され阻止帯が小さくなることを意味す

る。この事実は平板法でMICを 求 める時,菌 数の変化

すなわち酵素量の量的変化 と共にMICの 変わる現象と

一致したρ3

デ ィスク法では,寒 天平板上で薬剤の濃度勾配ができ

るため,容 易に変異株が選択でき,か つその時の濃度や

変異率を 求めることが できた。 今回調ベた緑膿菌での

β-ラクタム剤による変異株の.出現頻度は約10-4～10-6

と他菌種に比べ高いこともわかった。 また その時の

変異株の選択濃度を阻止円直径から求めた 時,概 して

MICの4～8倍 が妥当であった。 この濃度は寒天平板

法による変異株の選択濃度とほぼ一教 した。

臨床分離緑膿菌TY5 53か ら各々のβ-ラ クタム剤よ

り変異株を分離 したところ,MICの 互いに異なる4種

類のβ-ラ クタム耐性株が得られた。Aztreonam,cefta-

zidime, cefotaximeに 対する変異株は,β-ラ クタ々ーゼ

の増量による耐性が多かった。また,得 られた耐性菌の

酵素産生は,依 然誘導型であり,誘 導剤存在下での酵素

活性は,誘 導前に比ベ約5～22倍 と変化 した。前島 井

上ら10)は,臨 床分離Proteusvulgarisのβ-ラ クタマーゼ

活性が 誘導剤存在下で も1.5倍 以上上昇 しないような

菌株からそのβ-ラ クタマーゼ産 生遺伝子を大腸菌K12

株に クローン化 した。 その結果β-ラ クタマーゼ活性は

誘導剤存在下で約16倍 以上上昇する典型的な酵素であ

ったと報告 している。 一方大腸菌で β-ラクタマーだ誘

導に 関してβ-ラ クタマーゼ産生遺伝子以外の宿主変異

(amp Dま たはdeb-)で はβ-ラ グタマーゼ産生量は
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誘導剤が存在 しない場合でも野生株(deb+)に 比 べ変

異株(deb-)は,20倍 程度上昇す ると報告 している。

すなわち野生株で構成型変異株 と思われるβ-ラ クタマ

ーゼ産生菌はβ-ラ クタマーゼ遺伝子の変異その ものよ

り,そ れ以外の遺伝子の変異(deborampD)に よるも

のであろうと推定している。 今回緑膿菌の 中でβ-ラ ク

タマーゼを誘導 した場合,非 誘導時の活性に比べ2～5

倍程度と低い変異株は,β-ラ クタマーゼ産生の構成型変

異株かあるいは大腸菌で報告されているampD,deb一

類似の変異株と考えられよう。

Aztreonam, ceftazidime, cefotaximeに 対する変異株

の中には,β-ラ クタム剤とnorfloxacinのMICが 共に

わずかに上昇した変異株が分離された。 この変異株の

β-ラクタマーゼ活性は原株と同程度であることから,こ

の変異株は中江11,12)およびHIRAIら13,14)が 報告 している

薬剤の細胞内透過性の変化によるものと予測された。一

方,imipenemに より得られた変異株はimipenemの

MICの みに上昇が認められたが,し か しβ-ラ クタマー

ゼ活性の上昇は認め られなかった。Imipenem耐 性菌の

耐性機構はimipenem特 有 のものと推定される。その理

由としてimipenem, cefmetazoleに よる誘導後のβ-ラ

クタマーゼ活性は 原株 とimipenem変 異株間で差異が

認められず,か つimipenem変 異株においてimipenem

のみβ-ラ クタマーゼの至適誘導濃度が 高くなった2点

が挙げられる。 したがって今回我々が分離 したimipe-

nem変 異株の耐性機構は中江11,12)あるいは佐竹 ら覇が報

告しているようにimipenem特 有 の 細胞透過性を反映

したものであろう。

上述の ごとく緑膿菌のβ-ラ クタム剤耐性菌が,デ ィ

スク法による薬剤感受性試験で容易に分離 され,か つ

様々な現象を捕 らえることができることは,今 後β-ラ ク

タム剤に関する種々の研究の一つの方法 として役立つも

のと考える。また,緑 膿菌TY 553由 来耐性株 より4種

類のβ-ラクタム耐性が得られたことは,臨 床の場にお

いてβ-ラ クタム剤使用により,よ り複雑な性状を 兼ね

備えた耐性化による耐性菌の増加が予想されよう。
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INDUCTION AND SELECTION OF ƒÀ-LACTAM-RESISTANT 

MUTANTS IN PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
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HAJIME HASHIMOTO and MATSUHISA INOUE 
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To examine the effect of ƒÀ-lactams on the induction of ƒÀ-lactamase in Pseudomonas aeruginosa, 

we used the disc method. When an imipenem disc was placed adjacent to a ƒÀ-lactam disc the inhibition 

zone produced by the ƒÀ-lactam disc was truncated on the side closest to the imipenem disc. When enzyme 

synthesis was induced by these double disc tests, the activity of most ƒÀ-lactams was antagonised 

significantly against ƒÀ-lactamase-inducible strains. A mpicillin, penicillin G, cephaloridine and cefme-

tazole in addition to imipenem also induced ƒÀ-lactamase production in P. aeruginosa. In more than 

90% of clinical isolates of P. aeruginosa strains, ƒÀ-lactamase synthesis was induced by ƒÀ-lactam disc. 

Using the disc method, we estimated the optimal concentration of ƒÀ-lactam for P-lactamase induction.

β-Lactam  higly resistant mutants were isolated at a frequency of about 10-5 to10-6 by the disc

method. Most of the mutants selected by the ƒÀ-lactams produced inducible ƒÀ-lactamases at a high 

level. However, the mutants isolated by imipenem disc were resistant to imipenem only, and the 

enzyme activities of these resistant mutants were almost the same as those of theparent strains.


