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ブ ドウ球菌における各 β-ラ クタマー ゼ測定法の比較検討

高橋 綾子 ・四方田幸恵 ・小 林 功

群馬大学医学部臨床検査医学中央検査部*

大 久 保 豊 司 ・岡 本 了 一

群馬大学医学部薬剤耐性薗施股

井 上 松 久

北里大学医学部微生物学教室

(平成3年11月18日 受付・平成4年2月18日 受理)

β-ラ クタマーゼ測定法の中のヨー ド・デンプン法,β-チ ェック,β-ラ クタム リェージェン

ト・ディスク,セ フィナーゼおよびUV法 を用 い測定法の面か らStaphylococcus aureusの β-

ラ クタマーゼ検出法について検討した。

1.β-ラ クタマーゼチェック,β-ラ クタム リェージェン ト・ディスクによりβ-ラ クタマー

ゼが陰性 と判定 されたS.aureusの 中 にはceftizoximeで 誘導することによ り陽性 と変化する

ものが認 められた。 しか しヨー ド・デンプン法では酵素の非誘導条件下で もその検出が可能で

あった。

2.セ フィナーゼはS.aureus MS 353等 の β-ラ クタマーゼ非産生株 まで も陽性 と判定 され

た。

3.S.amusのPCase活 性 既知株 を用 いβ-ラ クタマーゼ測定法の感度 を調べた結果 ヨー

ド・デンプン法,セ フィナーゼでは0.01 U/mg protein以 上 の酵素活性を もつ菌株,β-ラ クタ

ムリェージェン ト・ディスクは0.07 U/mg protein以 上,β-チ ェックは0.09 U/mg protein以

上 の酵素活性 をもつ菌株からβ-ラ クタマーゼの検出が可能であった。
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1980年 代 に入 り新 しい セ フ ェム 剤 が 臨 床 応 用 され,治

療 面 で 大 きな成 果 を挙 げて い る。 そ の一 方 で これ らい わ ゆ

る第3世 代 セ フ ェム剤 の使 用 と と も にPseudomonas aer-

uginosa, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Sta-

phylococcus aureusに お い て β-ラ ク タ ム 剤 耐性 菌 が 増 え

た こ と も事 実 で あ る。 特 に メ チ シ リ ン耐 性 黄 色 ブ ドウ球 菌

(MRSA)は 多 剤 耐性 菌 で あ る こ とか ら,そ の増 加 に伴 い

他 の菌 種 に よ る感 染 治 療 に 対 す る β-ラ ク タ ム剤 の使 用 に

対 して もそ の選 択 に苦 慮 して い る。MRSAの メ チ シ リ ン

耐 性 は菌 の保 有 す るペ ニ シ シ リナ ー ゼ(PCase)産 生 遺 伝

子 存 在下 に お いて誘 導 型 で あ り,ペ ニ シ リナ ー ゼ産 生 遺 伝

子 非 存 在 下 で は構 成 型 で あ る と報 告 され て い るη。 最 近 増

えつ つ あ る高 度 耐性MRSAで は β-ラ クタマ ー ゼ産 生 菌 が

減 少傾 向 に あ る とい う報 告 もあ る2)。

現 在 β-ラ ク タ マ ー ゼ検 出 法 と して は簡 便 な種 々 の 方 法

が 用 い られ て い る3,4)。しか し これ ら β-ラ ク タ マ ー ゼ 測 定

法 はそ れ ぞれ 測 定 原理 が 異 な り,方 法 や判 定 の仕 方 に よ り

様 々 な報 告 が な され て い る5～7)。

グ ラム 陰 性 菌 の β-ラ ク タ ム剤 の耐 性 の 多 くは,β-ラ ク

タ マ ー ゼ に よ る 薬 剤 の 加 水 分 解 が 主 体 で あ る。β-ラ ク タ

マ ー ゼ は そ の 基 質 特 異 性 か ら セ フ ァ ロ ス ポ リナ ー ゼ

(CEPase)お よ び オ キ シ イ ミ ノセ フ ァ ロ ス ポ リ ナ ー ゼ

(CXase)な い しペ ニ シ リナ ー ゼ(PCase)と 呼 称 され て

い る8)。S.aureusのPCaseや グ ラム 陰 性 菌 のCEPaseの

産 生 様 式 は い ずれ も誘 導 型 で あ る9,10)。した が って 日常検

査 に お い て い か に これ らの β-ラ クタ マ ー ゼ を効 率 よ く検

出 す るか この点 が 重 要 とな る。 今 回MRSAのPCase産 生

株 が は た して減 少 傾 向 に あ る もの か どうか 日常 検 査室 で 用

い られ て い る種 々 の β-ラ クタ マ ー ゼ 測 定 法 で あ る ア シ ド

メ トリー 法(β-チ ェ ック ・β-ラ ク タム リェー ジ ェン ト・デ

ィ ス ク),ニ トロセ フ ィ ン法(セ フ ィナ ー ゼ)お よびUV

法 に加 え,ヨ ー ド ・デ ンプ ン法 それ ぞれ に つ い て測 定法 の
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面か ら検討したので報告する。

I.材 料 および方法

1.材 料

(1)被 検 菌 として1991年 分 離臨 床 分 離 株,Sta-

phylococcus aureus 31株 を用いた。β-ラ クタマーゼ

陰性対照 としてS.aurms MS 353を 用 いた。(2)使

用 薬 剤 はaminobenzylpenicillin (ABPC), pipera-

cillin (PIPC), benzylpenicillin (PCG), cefazolin

(CEZ), cephalotin (CET), niethicillin

(DMPPC), ceftizoxime (CZX), clavulanic acid

(CVA),を 使用 した。

2.β-ラ クタマーゼ測定方法

β-ラ クタマーゼ測定 は,ヨ ー ド・デンプン法(自 家

製),ニ トロセ フイン法 のセ フィナー ゼ(BBL社),

お よびアシドメ トリー法の β-チ ェ ック(フ ァイザー

製薬),β-ラ クタム リェージェント・ディスク(Mar-

ion)を 用 いた。

(1)ヨ ー ド・デンプン法

1%デ ンプン加0.75%寒 天10mlを 溶 解後,ヨ ー ド

液(I2 2g+KI 53.2g/10ml)1ml,お よ びPCGま

た はABPC (20mg/ml)1mlを,手 早 く加 えその3

～4mlを あ らか じめ分離培養 した被検菌の培地上 に

手早 く重層 し,水 平台の上に2～10分 放 置する。培地

は当初 ヨー ド・デンプンにより紫色を呈するが β-ラ ク

タマーゼ産生菌は時間 とともにコロニーの周囲に透明

のハローを作 る。

(2)ニ トロセ フィン法

セフィナーゼを使用 した。 このディスクに滅菌水を

30μl滴 下 し,分 離 した被検菌をディス ク表面に塗 り

付ける。常時観察 し最高1時 間以内にディスクの色調

が黄色か ら赤色 に変化 した ものをβ-ラ クタマーゼ陽

性 とした。

(3)ア シ ドメ トリー法

β-チ ェックおよびβ-ラ クタム リェージェン ト・デ

ィスクを使用 した。

β-チェックはディスクに基質 としてPCGあ るいは

CEZを4.5mg,プ ロモ クレゾールパ ープル3μgを

含み,対 照にはプロモクレゾールパープルのみを含 ま

せてある。ディスクに0.1Mリ ン酸緩衝液(pH 7.5)

を30μl滴 下後被検菌 を塗布 し,5～15分 後 に色調が

紫色から黄色 に変化 した ものをβ-ラ クタマーゼ陽性

とした。陰性の場合 は商品説明に従い30分 および60

分 後にも判定 した。

β-ラ クタム リェージェン ト・ディスクはディスクに

PCG 6.6mg,プ ロ モクレゾールパープル,1N水 酸

化ナ トリウム を含 んでいる。蒸留水を30μlデ ィスク

に滴下 した後被検菌 を塗布 し商品説明 に従い30分 以

内に色調が青紫色か ら黄色に変化 したものをβ-ラ ク

タマーゼ陽性 とした。

3.MIC測 定

寒天希釈法 希釈法 日本化学療法学会標準法に準

じた11)。

4.酵 素 量測定

5mlのHIブ イ ヨンに被検菌を37℃ 12時 間振 とう

培養 し,こ れ までに報告 したUV法 によ り測定 し酵

素活性 を求 めた12)。な お,酵 素活性 は30℃ にて1分

間当たり100μMを 加水分解するmg蛋 白当た りの量

を1 Unitと した。

5.S.aureusの 誘 導

CZX 6.25μg/ml含 有培地で増菌 した ものを使用 し

た。

6.PCase産 生菌からPCase非 産生菌の分離

S.aureus株 についてのPCase脱 落 は系列2倍 希釈

エチジュームブロマイ ド含有培地 に42℃ にて1夜 培

養 し,そ の中か らヨー ド・デンプン法によりPCase非

産 生菌 を分離 した13)。ま た,PCase産 生 遺伝子 を担

うpMS 18 (PCG, kanamycin, lividomycin)の 形質

導入 は常法により行い各導入株 について β-ラ クタマ

ーゼ測定法の比較 を行 った14)。

II.結 果

1.β-ラ クタマーゼの検出率の比較

臨床分離株 のS.aureus 31株 について ヨー ド・デン

プ ン法,ア シ ドメ トリー法(β-ラ クタム リェージ ェ

ン ト・デ ィス ク,β-チ ェ ック),ニ トロセ フ ィン法

(セフィナーゼ)を 用い β-ラ クタマーゼ産生の有無 と

各測定法の比較 をした(Table 1)。S.aureus 31株 中

β-ラ クタマーゼ陽性 は ヨー ド・デ ンプン法 で26株

(84%)で あ った。一方 β-ラ クタム リェージェン ト・

デ ィス クや β-チ ェック(基 質PCG)を 用 いた時 の

PCaseの 陽 性率 はそれぞれ71%,32%と ヨー ド・デン

プ ン法 に比べ低 か った。 しか しセ フィナーゼ での

PCase陽 性 率は97%と 高 かった。

2.S.aureusに お けるβ-ラ クタマーゼ測定法の誘

導による変化

S.aureusで β-ラ クタマーゼ測定法の結果が不一致

の菌 をCZXで 誘 導後 と誘導前 の菌体 について β-ラ

クタマーゼ測定 を行 った(Table 2)。

MS 11525 (MRSA), MS 15620 (MSSA), MS

15561 (MRSA)3株 の産生するPCaseを 検 討 した と

ころいずれ の菌株 も,CZX誘 導 前 の検 体 で はヨー

ド・デンプン法,セ フィナーゼの2法 が陽性で,β-ラ

クタム リェージェン ト・ディスク,β-チ ェック(基 質
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Table 1. Frequency of the incidence fl-lactamase producing Staphylococcus aureus

by P-lactamase detection methods

PCG, penicillin; CEZ, cefazolin.

Table 2. Sensitivities of various /1-lactamase detection methods in Staphylococcus aureus

(A) Iodine-starchmethod (B) β-lactam reagent disk (C) β-check (D) Cefinase

*
Inducer CZX (6.25 ƒÊg/ml)

PCG, penicillin; CEZ, cefazolin; DMPPC, methicillin; CZX, ceftizoxime.

PCG)の2法 は陰性であった。 しかしCZX誘 導 後の

菌体で はβ-ラ クタム リェージェント・デ ィスク,β-

チ ェ ックのいずれ の方法 で もPCase陽 性 と変化 し

た。

MS 15517,MS 15523株 をCZX非 存 在下で培養 し

た菌体 のPCaseに つ いて調べ た。 その結果2株 はセ

フィナーゼのみ陽性 を示 し,他 の方法では変化がみ ら

れなかった。 また,対 照 としたS. aureus MS 353も

同様であった。 これ らの測定法で判定時間の延長によ

る変化 は認め られなか った。なお,MS 353のPCase

活 性 をUV法 で検討 したところ酵素活性 は0.001U/

mg protein以 下 であった。

3.S. aureusに お けるPCase脱 落株 における各 β

-ラ クタマーゼ測定の比較

S. aureus 5株 についてそのPCase産 生 プラス ミッ

ド脱落株 とPCase産 生 遺伝子形質導入株についてβ-

ラ クタマーゼ測定法の比較 を行 った(Table3)。 元株

5株 の β-ラ クタマーゼは β-チ ェック(基 質CEZ)を

除 くヨー ド・デンプ ン法,β-ラ クタム リェージェン

ト・デ ィスク,β-チ ェック(基 質PCG)セ フ ィナー

ゼすべて陽性であった。PCase脱 落 後 のそれ はセフ

ィナー ゼの み陽性 で他法 はすべ て陰性 であ った。

PCase脱 落株 に再びPCase遺 伝 子 を形質導入 した後

の β-ラ クタマーゼは元株のそれ と同様の結果 となっ

た。

β-ラ クタマーゼ非産生株で あるS. aureus MS 353
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Table 3, Comparison of sensitivities of staphylococcalƒÀ-lactamase detection methods

* Plasmid pMS 18 encoding PCase production was cured from wild strain (See

materials and methods).
** Plasmid pMS 18 encoding PCase production was transduced into PCase negative

strain MS 353.

PCG, penicillin; CEZ, cefazolin.

Table 4. Sensitivity of  fi-lactamase activity to various ,8-lactamase detection methods

in Staphylococcus aureus

* (U/mg pmtein)

は前 述のごとくセ フィナーゼで陽性 と判定 された。

4.β-ラ クタマーゼ活性 と各 β-ラ クタマーゼ測定

法 との関係

PCGを 基 質 として測定 したPCase活 性 の既知S.

anreus5株 について各 β-ラ クタマーゼ測定法 の限界

値を調べた(Table 4)。

ヨー ド・デンプン法およびセフィナーゼは0.010U/

mg protein以 上 の酵素活性を もつ菌 は陽性 と判定 さ

れた。β-ラ クタム リェージェン ト・ディス クは0.065

U/mgprotein以 上,β-チ ェックは0.088U/mg pro-

tein以 上 の酵素活性をもつ菌 は陽性であった。

ヨー ド・デ ンプン法陽性の臨床分離MSSAお よ び

MRSAを 各10株 ず つ任意 に選 びそのPCase活 性 を

UV法 によ り求 めたところ,CZX非 誘 導時のPCase

活 性 は0.01～1.OU/mgprotein,で あ ったが,CZX

O.78μg/ml(MSSA)な い し3、1μg/ml(MRSA)

で 誘 導後 のPCase活 性 は0.16～11.OU/mgprotein

と上 昇 した。 しか もこれ ら使 用菌 のCZX誘 導 後 の

PCase活 性 はMSSAで は0.1～10U/mgProtein,

MRSAで は0。16～11U/mgProteinで あ り両者 に差

が認められなかった。

III.考 察

種々のβ-ラ クタマーゼ測定法を用 い検討 した結果

Saureus(MRSA,MSSA)は β-ラ クタム リェージ

ェン ト・デ ィスクおよび β-チェックを用いて測定 した

場合のPCase陽 性率 はセフィナーゼや ヨー ド・デンプ

ン法 に比 べ低か った。 しか しPCase非 産 生 と判定 さ

れた株 についてCZXに よ りPCaseを 誘 導 し,そ のβ

-ラ クタマーゼ活性を調べた ところβ-ラ クタマーゼは

β-ラ クタムリェージェン ト・ディスク,β-チ ェックい

ずれの方法で もその陽性率の増加が認められた。 した

が っ てMRSAの β-ラ ク タ マ ー ゼ測 定 の 際 に は

PCaseの 誘 導に影響 されなかったヨー ド・デンプン法

を用いるか,他 の測定法 を行 う場合 には結果 に述べた

ごとくCZX非 誘 導時に比べ誘導後のPCase活 性 が約

10倍 上 昇 したことか ら,あ らか じめβ-ラ クタマーゼ

の誘導を試みてか らの β-ラ クタマーゼ産生 の有無の

判定が必要であろう。本田15),武 藤16)ら は β-ラ クタ



596 CHEMOTHERAPY MAY 1992

マーゼ産生菌の測定にはニ トロセフィンデ ィスクが鋭

敏 であ り,基 質 としてPCG,cephaloridineを 使 用 し

た時 は感度が落 ちると述べてい る。 また橘17)らは β-

ラ クタム リェージェント・ディスクを使用 しStaphylo-

coccusを 調 べたところMICがPCGで8μg/ml以 上,

ABPCで8μg/ml以 上 を示した もので もβ-ラ クタマ

ーゼ陰性株がみられたことを指摘 している。

β-ラ クタマーゼ測定法の なかでセフィナーゼが一

番陽性率 が高か った。 しか しPCaseを 持 たない株 ま

でも陽性 と判定 されたことは,な んらかの因子により

非特異的に陽性反応が現れたものとお もわれ る。

β-ラ クタマーゼ測定法 の感度 を検定 したなか で

PCaseの 検 出限界値が最 も良い方法はヨー ド・デンプ

ン法,セ フィナーゼ であ り,そ の時 の酵 素活性 は

0.01 U/mg protein以 上 を示す菌が陽性 であった。次

いで β-ラ クタム リェージェン ト・デ ィスク,β-チ ェ

ックであった。 しか しこれ らの方法は陽性 と検出する

まで時間 を費やす ことも明 らか とな った。最近Sta-

phylococcus属 におけるβ-ラ クタマーゼ産生量 の低い

菌株が増 えている傾向がみられ,こ のことは本菌の β

-ラ クタマーゼ(PCase)を 判定する上で もヨー ド・デ

ンプン法が簡易でかつ安価,加 えて一度に多数の検体

を処理で きることなど,日 常検査業務 においても効率

よ く検討可能な方法の一つと言 えよう。

一方今回
,ヨ ー ド・デンプン法によりMRSAの β-

ラ クタマーゼを調べたか ぎりPCase産 生菌 の割合 は

1991年 分 離 菌 で85%前 後 で あ り,1988年78.6%,

1989年91%3),1990年88.8%と この4年 間で比較 し

て もPCase産 生 菌の割合 には,減 少変化が認 められ

なかった。 しか しMSSA,MRSAい ず れにおいても

PCase活 性 は菌株間で相当異 なるものが検出 された。

したがってS.aureusに お けるPCase産 生 菌の減少

の報告は測定法による方法あるいは測定法の感度の差

によるもの と理解される。
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THE SUSCEPTIBILITY OF  ,8-LACTAMASE TO VARIOUS DETECTION

METHODS IN STAPHYLOCOCCUS A UREUS

Ayako Takahashi, Sachie Yomoda and Isao Kobayashi

Clinical Laboratory,Gunma University Hospital School of Medicine,Gunma University,

3-39-15 Showa-machi, Maebashi, Gunrna, Japan

Toyoji Okubo and Ryouiti Okamoto

Laboratory of Drug Resistance in Bacteria,Gunma University School of Medicine

Matuhisa Inoue

Department of Microbiology,Kitasato University School of Medicine

The effectiveness of ,8-lactamase detection methods such as the iodine-starch method,fl-check,

cefinase and UV method on clinical isolates of Staphylococcus aureus was investigated. The results

were as follows.

1. The iodine-starch method was found to be the most sensitive; inducible type fi-lactamase

without induction was detectable only by this method.ƒÀ-lactam reagent disk orƒÀ-check of the same

strains gave positive results only after induction.

2. Nonproducing fi-lactamase strains including Staphylococcus aureus MS 353 were judged to be

positive by the cefinase method.

3. The sensitivites of the iodine-starch, cefinase, fi-lactam reagent disk, and fl-check methods

were>0. 01,>0. 01,> 0. 07, and>0. 09 unit/mg protein, respectively.


