
602 CHEMOTHERAPY MAY 1992

化膿 性腹膜 炎における腹水中 β-lactamase活 性 に関す る

基礎的 ・臨床的検討

道 浦 準

和歌山県立医科大学消化器外科*

(主任:谷村 弘教授)

(平成3年10月21日 受付・平成4年1月31日 受理)

Acidimetry法 を 応 用 し て腹 水 中 β-lactamase活 性 を定 量 的 に 測 定 し,化 膿 性 腹 膜 炎 を中 心

と し た外 科 感 染 症42例 の 腹 水 中 β-lactamase活 性 を 測 定 し た 結 果,

1)β-lactamase産 生 菌 を 含 む 腹 水 中 のpenicillinase (PCase)お よ びcephalosporinase

(CSase)は,β-lactamase産 生 菌 を 含 まな い腹 水 と比 較 し て 有 意 に 高 い 活性 を 示 し た。

2)感 染 後96時 間 を超 え る と腹 水 中CSase活 性 が 有 意 に 上 昇 し た。

3)β-lactam剤 を 全 身 投 与 さ れ た 症 例 に お け る 腹 水 で は,CSase活 性 が 高 い 傾 向 を 示 し

た。

4)β-lactamase活 性 は,分 離 菌 の β-lactamase産 生 性 や 治 療 効 果 と よ く相 関 し て 変 動 し

た。

5)In vitroに お い て,β-lactamase活 性 は,腹 水 中 で も β-lactamase阻 害 剤(sul-

bactam: SBT)の 添 加 に よ っ て 阻 害 さ れ た。
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try法

化 膿性 腹 膜 炎 は外 科 感 染症 のな か で も急 性 か つ 重症 で あ

り,そ の治 療 に際 して は適切 な手術 に よ る感 染巣 の除 去 と

抗 菌 薬 の投 与 が 必 要不 可 欠 で あ る。特 に,下 部 消 化 管穿 孔

に よ る化膿 性 腹膜 炎 は,ほ とん どが グ ラ ム陽 性 菌,グ ラ ム

陰 性 菌,嫌 気 性 菌 に よ る複 数菌 感 染 で あ り,化 学療 法 に対

す る反 応 も単 一 菌感 染 の場 合 と比 べ て一 般 に鈍 い。

一 方 ,現 在 使 用 され てい る抗 菌 薬 は多 数 開 発 され た とは

い え,ペ ニ シ リン系 ・セ フ ェム 系 な どの β-lactam剤 が 中

心 で あ る た め1～3),そ の 不 活 化 に は細 菌 由 来 の β-lacta-

maseが 薬 剤 耐性 の 大 きな原 因 の1つ とな って い る。 さ ら

に,複 数菌 感 染 で は,共 存 す る感 受性 菌 に も効 果 を発揮 で

きな くな る とい った 「間 接 的 病 原 性 」 の見 地 か ら もの,β-

lactamaseの 存在 は非 常 に 重要 な 役割 を果 た して い る。

臨 床検 体 にお け る β一1actamase活 性 に つ い て は,喀 痰,

膿 汁,胆 汁 に 関 す る報 告 は あ る が5～10),腹 水 や 腹 腔 内 浸 出

液 に つ い てpenicillinase (PCase)とcephalosporinase

(CSase)を 分 別 定 量 した り,経 日 的 に 測 定 し た も の は ほ

とん どな い。

今 回,著 者 はAcidimetry法11,12)を 応 用 し,化 膿 性 腹 膜

炎 を中 心 と し た腹 水 中 β-lactamase活 性 を基 質 特 異性 に

基づいてPCaseとCSaseに 分けて測定 し,基 礎的・臨床的

検討を行 った。 なお,腹 腔 内より得 られ た膿汁や腹腔内浸

出液を一括 して腹水 と記 した。

I.材 料 と 方 法

1.使 用薬 剤

今 回 の実験 にはampicillin (ABPC, Sigma), ce-

phaloridine (CER, Sigma), sulbactam (SBT,フ ァ

イザー製 薬)を 用い た。

2.腹 水 中 β-lactamase活 性 測 定法 の基礎 的検 討

坂 本 のAcidimetry法 に よ る胆 汁 中 β-lactamase

測 定 法 に 準 じ10),腹 水 中 の β-lactamase活 性 を測 定

す るため に種 々 の基礎 的検 討 を行 っ た。 非活性 腹水 と

して癌 性 腹膜 炎患 者 由 来 の 腹 水 を用 い た。PCase測

定 に はABPCを,CSase測 定 に はCERを 基質 とし,

β-lactamaseの1活 性 単 位(U:unit)は,1分 間 に1

μmolの 基質 を加 水分 解 す る酵 素活性 とした。

1)腹 水 の至 適希 釈濃 度 の検討

非 活 性 腹 水 を0.4mMリ ン酸 塩 緩 衝 液(以 下 緩衝

液 と略 す)で4～40倍 に希釈 し,反 応 溶液 と した。 こ

の反 応溶 液 お よび 緩衝 液 に種 々 の濃 度 のHClを 添加

*和 歌 山市 七番丁27
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し,pHの 低下 によ るphenolredの 色 調 の変化 を分光

光 度 計(日 本 分 光,U best-50)に よ り558nmで 測

定 した。

2)β-lactamase添 加 回収試験

Escherichia coli CSH 2-RK 1お よ びKlebsiella

pneumoniae GN 69よ り抽 出 した β-lactamase糧 酵

素液10), Bacillus cereus由 来 のPCase (Sigma)お よ

びEnterobacter cloacae由 来 のCSase (Sigma)を 用

い た。 上 記 の β-lactamaseを 非 活性 腹 水 と緩 衝液 に

等量 添加 し,緩 衝 液 で20倍 に希 釈 した の ち,β-lac-

tamase活 性 をPCaseとCSaseに 分 けて測 定 した。

3)測 定 時 の 温 度 は,PCaseもCSaseも25℃,測

定 限 界 は20倍 希 釈 時 でPCaseが2.0mU/ml,

CSaseが1.0mU/mlと した10)。

3.臨 床 検 体 に お け る細 菌 学 的 検 討 と腹 水 中 β-

lactamase活 性 の定量

1990年4月 よ り1991年3月 の1年 間 に,和 歌 山 県

立 医科大 学消化 器 外科 お よび関連施 設 に入 院 した患者

か ら得 られ た腹 水83検 体(42症 例)を 対 象 と した。

患者 の内訳 は,急 性 腹 膜 炎19例(十 二指 腸 潰 瘍 穿孔

2例,小 腸 穿孔4例,虫 垂 炎 穿孔6例,虫 垂 炎非 穿孔

4例,大 腸 穿 孔3例),腹 腔 内 膿瘍 お よび肝膿 瘍5例,

消 化管 の縫 合不 全2例,癌 性 腹膜 炎4例,消 化器 外科

術 後 ドレナー ジ液 を中心 と した その他12例 で あ っ た

(Table 1)。 採 取方 法 は,急 性 腹膜 炎19例 で はすべ て

術 中採取 で,小 腸 穿孔,虫 垂 炎穿 孔や 大腸 穿孔 で は引

き続 き腹 腔 内 浸 出液 を 採 取 した。腹 腔 内膿 瘍,肝 膿

瘍,縫 合不 全 で は ドレー ン排 液で あ った。 これ らを検

査材料 と し,一 部 を細 菌 培養 用 としてカル チ ャー ボ ト

ル5号(栄 研)に 採 り,残 り を-80℃ で 凍 結 保 存 し

た。

1)細 菌学的 検討

腹 水 中の細 菌 をカル チ ャー ポ トル で37℃,48時 間

増 菌後,馬 脱 線 維 血 液 寒 天 培 地 お よび ブ ル セ ラHK

寒天培 地 に画線 塗抹 し,前 者 を好気 培 養,後 者 を嫌 気

培養 した。 分離 菌 につ いて同定 を行 い,cefinase disk

(BBL)(nitrocefin disk法)に よ りβ-lactamase産

生能 を調 べ た。diskに 菌 を塗 抹後,15分 で 赤色 反 応

が見 られ た もの を β-lactamase陽 性 と した。

2)腹 水中 β-lactamase活 性 の定量

融 解 した腹 水 を2,000rpm,10分 間遠 沈 分 離 し た

の ち,上 清 を蛋 白低 吸 着性 の メ ン ブ ラ ン フ ィル ター

(0.45μm, MILLEX(R)-HV)で ろ過 した。 ろ過 液 を

緩衝 液 で20～40倍 に希釈 し,β-lactamase活 性 を測

定 した。

4.臨 床 的検 討

β-lactamase活 性 が 陽性 を示 した検 体 を対 象 に以

下 の検 討 を行 っ た。

1)発 症 か らの時 間 経過 とβ-lactamase活 性 の 関

係

2)投 与 抗菌 薬 とβ-lactamase活 性 の関係

3)β-lactamase活 性 の経 日的変 化

5.SBTのin vitroに お け る β-lactamase阻 害効

果 の検 討

Table 1. Clinical diagnosis and abdominal fluids used in ƒÀ-lactamase assay

*Gangrenous or phlegmonous appendicitis with fluid collection.
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β-lactamaseの 活性 が陽 性 を示 し た検 体 に,SBT

を最終 濃 度 が1.0μg/ml,10μg/mlと な る よ う に添

加 し,30℃ で60分incubateし た の ち,β-lactamase

活性 を測 定 した。

6.統 計学 的検 討

各 群 間 の β-lactamase活 性 値 の統 計 学 的 検 定 は

Wilcoxontestに よ り行 った。

H.結 果

1.腹 水 中 β-lactamase活 性 測 定法 の基礎 的検 討

1)腹 水 の至適 希 釈濃度

腹 水 は生 理 的 な 成分 構 成 の た め緩 衝 能 が 非 常 に強

く,Acidimetry法 で用 い る緩 衝 液 とほぼ 同 等 の綴 衝

能 を得 る た め に は,20倍 以 上 の 希釈 が 必 要 で あ っ た

(Fig.1)。

2)β-lactamaseの 添 加回収 試験

Fig. 1. Buffer action of diluted ascitic fluids.
a Ascitic fluid was diluted by 0 .4 mM sodium

phosphate buffer ranged from 2.5% to 25%

添 加 回収 賦 験 で は,PCaseは95%～141%(115士

24%),CSa8eは86%～137%(113±26%)の 回収 率

を示 した(Table2)。

2,臨 床 検 体 に お け る細 菌 学 的 検 討 と腹 水 中 β-

1actamase活 性 の定量

1)細 菌 学的 検討

腹 水 よ り分 離 され た78株 を同 定 し た と こ ろ,瓦

coli15株,Bacteroides fragilis10株gK.pneumo-

niae7株,Enterococcus spp,6株 が 多 く,約 半 数 を

占 め た。nitrocefin disk法 で は。78株 中43株

(55%)が β-lactamase産 生菌 で あ った。 グ ラム陽性

球 菌 で は β-lactamase産 生 率 が低 い の に対 し,グ ラ

ム 陰性 桿 菌50株 中,84%に あ た る42株 が β-lacta-

mase産 生 菌 であ った(Table3)。

2)腹 水 中 β-lactamase活 性 の定量

有菌 腹 水46検 体 の うち,β-lactamase産 生 菌が分

離 さ れ た の は41検 体 で あ り,こ の う ち38検 体 は

PCaseあ るい はCSaseの どち らか の活 性 が 認 め られ

たが,残 りの3検 体 はPCaseもCSaseも 測 定 限界以

下 で あ っ た。PCase活 性 は,最 高65mU/ml,平 均

11.0±1.8mU/ml,CSaseは 検 体 に よ っ て 差 が 大 き

く,最 高287mU/ml,平 均19.0±8.2mU/mlで あっ

た。

一 方
,β-lactamase非 産 生 菌 の み を 含 む腹 水5検

体 で は活性 は証 明 され なか った。

無 菌 腹 水37検 体 の う ち,34検 体 で はPCaseも

CSaseも 証 明 さ れ な か っ た が,3検 体 でPCaseと

CSaseが 証 明 され た。全 体 と してPCaseは1.1±0.7

mU/mlで あ っ たが,CSaseは わ ず か0.4±0.2mU/

mlで あ った(Fig.2)。 β-lactamase産 生菌 を含 む腹

水 は,そ の他 の 腹 水 と比 較 して,PCaseもCSaseも

Table 2. Recovery rate of ƒÀ-lactamases

(mU/m1)

PCase, penicillinase; CSase, cephalosporinase; ND, not detected.

aEach ƒÀ-lactamase was obtained from the supernate after bacterial sonication and centrifugation for 30 min. at

12,000 g.

bStandard  ƒÀ-lactamase obtaind commercially from Sigma Chemicals Co
.

cAscitic fluid was obtained from a patient of carcinomatous peritonitis
.
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Table 3. Producibility of Plactamase by bacteria isolated from ascitic fluid

*Tested by nitrocefin disk method .

*P<0
.01, mean±SE

Fig. 2. The acidimetric assay ofƒÀ-lactamase in ascitic fluid.

BLPB, ƒÀ-lactamase producing bacteria;  PCase, penicillinase; CSase, cephalospor-

inase



606 CHEMOTHERAPY MAY 1992

と もに有 意 に高値 を示 した(P<0.01)。

3.臨 床的検 討

上 記 の ご と く β-lactamase活 性 陽 性 例 は41検 体

(有菌腹 水38検 体,無 菌腹 水3検 体)で あ り,以 下 の

結果 を得 た。

1)発 症 か らの時 間経過 と β-lactamase活 性

発症 か ら腹 水 採取 まで の時 間 を,24時 問 未 満,24

時 間 以上96時 間 未満,96時 間以 上 に分 け,腹 水 中 β

-lactamase活 性 を比較 した と こ ろ,時 間 が経 過 する

につ れてPCaseは 減少 す るの に対 し.CSaseは96時

間 を過 ぎる と著 し く上 昇 し(Fig,3),96時 間 未満 と

比 較 して有意 に高値 を示 した(p<0.05)。

2)投 与 抗 菌薬 と β-lactamase活 性 の関 係

抗 菌薬 の 全身 投 与 を受 け て いな い患 者 の腹 水 では,

PCaseは 最 も高値 で あ っ たの に 射 し,CSaseは 最 も

低 値 で あ っ た。β-lactam剤 以 外 の薬 剤 を投与 され た

*P<0
.05, mean±SE

Fig. 3. Relationship between the activity of each ƒÀ-lacta-

mase and the period from onset.

PCase, penicillinase; CSase, cephalosporinase

mean •} SE

Fig. 4. Relationship between the activity of each ƒÀ-lactamase and the antibacter-

ial agents administered.

* Administerd orally or intravenously before sampling

PCase, penicillinase; CSase, cephalosporinase; AGs, aminoglycosides; MLs,

macrolides; TCs, tetracyclines
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患者 の腹 水 で はPCaseもCSaseも 比較 的 低値 で あ る

の に比 し,β-1actam剤 投与 を受 け た患者 の腹 水 で は

PCaseは やや 低 下 す る もの の,CSaseは 著 し く高 値

を示 した(Fig.4)。

3)β-lactamase活 性 の経 日的変 化

術 後経 過 良 好例 で β-lactamase活 性 の経 日的 変 化

をみ る と,直 腸 癌 穿孔(症 例1)と 虫 垂 炎穿 孔性 腹膜

炎(症 例2)で は手 術 時 高値 を示 し た β-lactamase

活性 は,術 後 β-lactamase産 生 菌 の 消 失 と と もに速

や かに低下 し再上 昇 を認 めなか った(Fig.5)。

一方
,難 治 ・予 後不 良例 の経 日的変 化 をみ る と,胃

癌術後 の腹腔 内膿 瘍(症 例3)で は,ド レー ン抜 去後

胸 中 の貯 留 と発熱 を きた し,感 染 が示唆 され た。 諸検

査 にて腹 腔 内膿 瘍 を見 出 し再 び ドレナー ジを施行 した

が,4種 の β-lactamase産 生 菌 と と も にPCaseも

CSaseも 約1か 月 の長 期 に わ た り検 出 され た(Fig.

6,左)。

小腸 穿孔 によ る汎発性 腹 膜 炎(症 例4)で は,術 中

採取 した腹水 のCSaseが287mU/m1と 著 し く高値 を

示 したが,翌 日に は手 術 の洗浄効 果 に よ りほ とん ど検

出 されな くな った。 しか し,感 染 の再 燃 に よる全身状

態 の悪化 に つ れ て,109mU/ml,169mU/mlと 再 上

昇 し,術 後1週 間 で死亡 した(Fig.6,右)。

4.SBTのinvitroに お け る β-lactamase阻 害効

果

PCaseお よ びCSaseが そ れ ぞ れ18.5mU/m!,

16.2mU/m1で あ った 腹 水 にSBT濃 度 を1.0μg/m1

とな る よ うに添 加 した場 合,PCaseお よ びCSaseそ

れ ぞれ4.9mU/m1(74%阻 害),2,0mU/ml(88%阻

害)に 低 下 し た。 さ らに,SBT濃 度 を10μ9/mlと

す る と,β-lactamase活 性 は ほ とん ど100%阻 害 され

た(Fig.7)。

III.考 案

1)基 礎 的検 討 につ いて

β-lactamaseは β-lactam剤 の β-lactam環 を開裂

し,そ の抗 菌力 を失活 させ る加水 分解 酵素 で あ り,そ

の基 質 特 異 性 に基 づ きPCaseとCSaseに 大 別 さ れ,

また,そ の産 生様 式 は β-1actam剤 の存在 に よって誘

導的 に産 生 され る誘 導型 と,β-lactam剤 の有 無 に か

かわ らず一定 量が恒 常 的 に産 生 され る構 成型 に分 類 さ

れ る11,13～15)。

グ ラ ム 陽 性 球 菌 の β-lactamaseは ほ と ん ど が,

PCase型 であ り,染 色 体 や細 胞 質 因 子 に て産 生 され

る菌 種特 異的 な誘 導酵素 で ある。

一 方,グ ラム陰性 桿菌 の産 生 す る β-lactamaseは,

大 き く分 けてR-plasmidに よ って菌 種 を超 え て伝 達

Case 1. Perforation of rectal cancer Case 2. Perforative appendicitis

Fig. 5. Daily changes in activity of two ,8-lactamases in non-complicated

cases.
PCase, penicillinase; CSase, cephalosporinase; BLPB, fl-lactamase pro-
ducing bacteria

Antibiotics were administered intravenously every 12 h.
All organisms were isolated from the ascitic fluid at the operation.
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Case 3. Intraabdominal abscess (postoperative gastric cancer) Case 4. Panperitonitis due to perforation of the ileum

Fig. 6. Daily changes in activity of two fl-lactamases in complicated cases.
PCase, penicillinase; CSase, cephalosporinase; BLPB, ,8-lactamase producing bacteria
Antibiotics were administered intravenously every 8 or 12 h.

Fig. 7. Inhibition of fl-lactamase activity in asci-
tic fluid by sulbactam (SBT).
PCase, penicillinase; CSase, cephalosporinase

され る構 成 型 のPCaseと,染 色体 遺 伝 子 にお い て産

生 さ れ る菌 種 特 異 的 な 構 成 型 あ る い は誘 導 型 の

CSaseに 分類 す る こ とが て きる。 しか し,K.pneu-

moniaeやProteus mirabilisの よ うに,例 外 的 に染色

体 遺 伝 子支 配 のPCaseを 構 成 的 に産生 す る菌 種 も存

在 す る11,13～15)。

グ ラム陽 性 球 菌 の β-lactamaseは 菌体 外 放 出型 の

酵 素 で あ る の に対 し,グ ラ ム 陰 性 桿 菌 の β-lacta-

maseは 菌体 内,特 にペ リプ ラ ズム 内 に多 く存在 す る

とされ て き た11,13～15)。今 回 の 測 定 方 法 で は,採 取 さ

れ た腹水 をた だち に-80℃ で保 存 した ため,融 解時 に

細 菌 の 菌体 が あ る程 度 破 砕 さ れ て い る と も考 え ら

れ6),も と も と腹 水 中 に あ る菌 体 外 の β-lactamase

と,一 部 の 破砕 され た菌 体 内 の β-lactamaseも 結果

的 に相 加 して測 定 して い る。

一 方,Acidimetry法 以外 の β-lactamase活 性定 量

法 と して は,生 物 学 的測 定 法(bioassay),macroio-

dometry,microiodometry,紫 外 吸 収 法(UV法)

や11),EnzymeRadioisotopicAssay(ERIA)9,,

HighPerformance Liquid Chromatography

(HPLC)16)が 報告 されて い る。 β-lactamaseの 定性法

として は,そ の簡 便性 か らnitrocefindisk法 やacidi-

metry disk法17～19)が 用 い られて い る。

UV法 やAcidimetry法 は感 度 が鋭 敏 で比 較 的簡 便

な た め,臨 床 検 体 の β-lactamase活 性 を定量 す るた

め に多 く用 い られ る。 最 近 で は,中 浜 ら6)がUV法 に

て 喀 痰 中 β-lactamase活 性 を,ま た坂 本10)がAcidi-

metry法 に て胆 汁 中 β-lactamase活 性 を定量 し てい

る。

当初,著 者 も中 浜 らの 方 法 に準 じてUV法 の応 用
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を試 み たが,腹 水 は200～300nmの 紫 外 波 長域 に き

わ めて 強 い吸 収 域 を もっ て い る た め(成 績 未 発 表),

UV法 で β-lactamase活 性 を測 定 す る こ とは不 可 能

であ った。

化膿性腹 膜 炎 の腹 水 は腸 内容や血 液成 分 な ど成 分が

多種 多様 で緩衝 能 が きわ め て強 く,原 液 の ま ま で は

Acidimetry法 に よ る β-lactamaseの 測 定 は不 可能 で

あ ったが,20倍 以 上 希釈 す る こ とに よ って感 度 よ く

測定 で きた。 特 に,高 い β-lactamase活 性 を含 む腹

水 で は反 応 が速 す ぎ るた め,40～80倍 に希 釈 し た ほ

うが正確 に測定 で きる。

添加 回収 試 験 で は,標 準 株 由 来 の β-lactamaseは

腹 水 中で や や高 値 とな り,精 製 され た β-lactamase

はやや低値 となっ た。 これ は,菌 種 の違 いや,測 定 時

にincubationし て い なか った こ とな どが 主 な理 由 で

あ ろう。 また,腹 水 を20倍 に希釈 して 回収 率 を比較

したが,Table2に 示 した ような高活 性 の場合 は,も

う少 し希釈 した方 が正 確 であ ったか も知れ な い。 さ ら

に,標 準株 由来 の β-lactamaseの 粗 酵 素液 に は菌体

内 の他 の成分 が多 く含 まれ てお り,こ れ らが腹水 中 に

共存 す る と β-lactamase活 性 に影 響 をお よ ぼす こ と

も推 察 され るが,逆 に腹 水 中 で は β-lactamase活 性

がや や抑 制 され る とい う報 告 もあ り20),明 らか で な

い。

腹 水 中 β-lactamaseの 安 定性 につ いて,Ecoliお

よびKpneumoniu由 来 の β-lactamaseは-20℃ お

よび-80℃ で4週 間 保 存 して も90%以 上 の活 性 が 保

たれ る21)。荒 木 ら22)はラ ッ トの血 清,尿,pouch内 浸

出液 お よ び胆 汁 中 に お け る β-lactamaseの 安 定 性

(invitm,37℃)を 検 討 し,胆 汁以 外 で は6日 後 で も

90%以 上 の活 性 を認 めた と報告 してい る。 さ らに,膿

汁の上 清中 で は一20℃,2年 間 の保存 にて も活性 が保

たれ た とい う報告 もあ る8)。

2)臨 床的検 討 に つい て

消化 器外 科領 域 の腹 膜 炎 を 中心 と した感 染 症 で は,

腸 内細菌 叢 を反映 して グ ラム陰性 桿菌 を起 因菌 とす る

ことが ほ とん どで あ り,さ らに複 数菌 感染 が きわ めて

多 い。詳細 は省 略 したが,今 回 の腹 水 の細 菌検 査 で も

複数 菌感 染 は76%に もお よび,最 も多 い の はEcoli

とB.fragilisの 組 合 せで あ り,諸 家 の報 告 とほぼ一 致

してい る23～25)。

今回 の腹水 か らの検 出菌 の うち,嫌 気 性菌 を含 むグ

ラ ム陰 性 桿 菌 の84%が β-lactamase産 生 菌 で あ り,

その頻 度 は胆 道 感染 症 の90%10)よ りや や低 い ものの,

呼 吸器 感 染症 の61.3%26)と 比 較 す る と高率 で あ っ た。

これ は,他 の感 染症 と比 較 して,化 膿 性腹 膜 炎で は下

部消 化管 の優勢 菌 であ るB.fragilisを 中心 とした嫌気

性 菌が 多 く検 出 され る特徴 が あ り,し か も消 化 管 の

β-fragilisの99%以 上 が β-lactamaseを 産 生 す る27)

た めで ある。

検 出菌 とβ-lactamaseの 基 質特異 性 を比 較 す る と,

K.pneumoniaeの み に よる感 染腹 水 で はPCaseが 優

位 に,Pseudomonas aeruginosaやBacteroides属 に

よる感 染腹 水 で はCSaseが 優位 で あ り,分 離 菌 の β-

lactamase産 生 性 とよ く一致 して いた。

β-lactamase活 性 値 を み る と,β-lactamase産 生

菌 を含 む腹 水 で はPCaseは10mU/ml前 後 が 多 い の

に対 して,CSaseは 高 低 差 が 顕 著 で あ る。 グ ラ ム陰

性 桿菌 の 多 くはR-Plasmidに よ るPCase産 生 量 が一

定 で あ るの に対 し,CSaseは 染 色 体 で構 成 的 に小 量

産 生 され る菌 と,誘 導 的あ るい は高度構 成的(脱 抑 制

型)に 大 量産 生 され る菌 が あ り,こ の測 定値 はその産

生様 式 を反映 してい る と考 え られ る。今 回 は菌数 を正

確 に カウ ン トしていな いが,化 膿性 腹膜 炎 で はほ とん

どの菌が3(+)で あ った。β-lactamase活 性 の高 低

は主 に菌 数や菌 種 に左右 され る と考 え られ るが,実 験

的 な化膿性 腹膜 炎 で は菌 数 のみで な く,投 与 され た抗

菌薬 に も影響 され る こ とが証明 されて い る28)。

β-1actamase活 性 が 陽性 で あ る に もか か わ らず 細

菌陰性 で あ った腹 水 が3検 体 あ った。 これ らは,壊 疽

性 虫垂 炎 の腹 水2検 体 と胃癌術 後(症 例3)の ドレー

ン排 液1検 体 で あ っ た。症 例3で は この検 体 を採 取

後,測 定結 果 を待 たず に ドレー ンを抜 去 したが,そ の

後腹腔 内膿瘍 のた め再度 ドレナー ジ を施 行 し,4種 の

β-lactamase産 生 菌 を検 出 し た。細 菌 が検 出 され な

か っ た の は,3例 と も抗 菌 薬 の全 身 投 与 を受 け て お

り,細 菌 の増 殖 が抑制 され た ため と考 え られ る。

ラ ッ トのpouch内 に β-lactamaseを 注入 した と こ

ろ,あ る程 度 の時 間 β-1actamase活 性 が存 在 す る こ

とが報 告 され てお り22),菌 体 外 に放 出 また は遊 離 した

β-lactamaseが 蓄積 され る こ とは臨 床 に お い て も十

分 考 え られ る。無 菌胆 汁や絞 拒性 イ レウスの無 菌腹水

にお い て も β-lactamase活 性 が検 出 され る こ とが あ

り10.21),同様 の機序 が考 え られ る。

逆 に,β-lactamase活 性 が 陰性 で細 菌 が 陽性 で あ

った8検 体 の うち,5検 体 はnitrocefin disk法 で β-

lactamase非 産 生 菌 のみ が認 め られ た検 体 で あ った。

3検 体 の うち2検 体 はsulbactam/cefoperazoneが 全

身投 与 され てお り,SBTに よ り β-lactamaseが 阻 害

され た た め と考 え られ る。 腹水 中で もSBTに よ って

β-lactamaseが 阻 害 され る こ とは今 回 の検 討 で も証

明 され てい る。 残 る1検 体 は胆汁 を多 量 に含 む検 体 で
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凍 結 まで に約20時 間 経過 して い た もの で,胆 汁 中 で

は β-lactamaseの 安 定 性 が 比 較 的 悪 い こ とか ら22),

失活 した もの と考 え られ る。

β-lactamase活 性 陽 性 例 で は,発 症 か ら時 間 が 経

過 す るにつ れ てPCaseは やや減 少,CSaseは 増 加 し,

その傾 向 は96時 間以 上 で有 意 に高 値 とな っ た。 なか

で も,β-lactam剤 の全 身投 与 を受 け てい る症 例 の腹

水 で はCSaseが 著 し く上 昇 して いた。 この理 由 と し

て,(1)菌 交 代 が起 こ りCSase高 度 産 生 株 が 出現 あ る

い は選 択 され た,(2)投 与 され た抗菌 薬 に よって菌体 が

破 壊 されCSaseが 放 出 された,(3)β-lactam剤 に よっ

てCSaseが 誘 導 され た,な どが推察 され る。

感 染初 期 や抗 菌 薬 の投与 を受 け てい な い症 例 で は,

E.coliやK.pneumoniaeな どの検 出頻 度 が高 く,感

染後 時間 が かな り経 過 して いた り,抗 菌薬投 与後 の症

例 で はB.fragilis,E.cloacae,P.aeruginosaな どの

CSase高 度 産 生 菌 が検 出 され る こ とが 多 か っ た。 さ

ら に,こ れ らのCSase産 生 菌 は β-lactam剤 に よ っ

てCSaseが 誘 導産 生 され る こ とが 実験 的 に知 られ て

お り22,29～31),呼吸器 感染 症6)と同様 に,化 膿 性腹 膜 炎

にお いて も誘 導産 生 されて い る可 能性 が示唆 された。

化 膿性 腹膜 炎 は急性 かつ 重症 であ り,さ らに腹 腔 内

とい った閉鎖 腔 の複数 菌感染 で あ るため,手 術 や腹腔

洗浄 に よって菌数 の増 減が 激 し く,使 用 され る抗 菌薬

も多 種 多 様 で あ る。 そ の た め 各 菌 種 に つ い て β-

lactamase誘 導 の程 度 や,個 々 の β-lactam剤 の β-

lactamase誘 導 能 は不明 で あ り,実 際 の治療 に際 して

誘 導 を明確 に証明 す る余裕 はない。 ここで強調 すべ き

こ とは,感 染 巣 の除去 が で きていな い時'長 期 にわ た

る盲 目的 な β-lactam剤 の投 与 は β-lactamase産 生

株 を中心 とした耐性 菌 の増 殖 を招 く可 能性 が きわ めて

強 い とい う ことであ る。

β-lactamase活 性 の 経 日的 変 化 をみ る と,経 過 良

好例 で は術 後1～3日 で菌 の 消失 と と もに陰 性 化 し再

上昇 を認 め なか った。 しか し,難 治性 の腹 腔内膿 瘍 や

予 後不 良例 で は長 期 に わ た りβ-lactamaseが 検 出 さ

れ た り'術 後 再 上 昇 を認 め た。 す な わ ち,β-lacta.

mase産 生菌 に よる腹膜 炎 で は,β-lactamase活 性 は

臨床 症状 とあ る程 度相 関 して変 動 した。

他 方,SBTはin vitro検 討 で腹 水 中で も β-lacta-

mase阻 害 効 果 が認 め られ た。SBTはPCaseお よび

B.fragilisの 産 生 す るCSaseを 強 く,そ の 他 の

CSaseを 中 等 度 に阻 害 す る と さ れ て い る32)。今 回,

Ecloacae,K.pneumoniae,P.aeruginosa,Acineto-

bacter calcoaceticusが 検 出 され た腹 水 中 で は,SBT

が1.0μg/mlの 濃 度 でPCaseもCSaseも70%以 上

の阻 害効 果 が認 め られ た。 さらに,SBTの 濃度 が10

μg/mlで はPCaseもCSaseも100%阻 害 され た こと

か ら,in vivoで もSBTが 腹 水 に十 分 移 行 す れ ば そ

の効 果 を発 揮 で きる はず で あ る。SBTの 腹 腔 浸 出液

へ の移行 は1～3μg/mlと され33),感 染 巣へ の 移行 は

よ り良好 であ る ため28,34),化膿 性 腹膜 炎 で も,実 際の

臨床使 用量 で その効 果 を十分 に果 た して い る と考え ら

れ る。

以 上 よ り,化 膿 性 腹膜 炎 に お い て β-lactamase産

生菌 が起因 菌 とな っ た場 合,治 療 の遅 れや 盲 目的 な抗

菌薬 の投与 は,病 原 菌 の薬剤 耐性 を招 く可 能性 が示唆

され,さ らに,β-lactamase活 性 を経 日的 に測 定 す

る こ とによ り,術 後 経過 の予 測,使 用 すべ き抗菌 薬の

種 類 や投与 方法 の適 正化,ド レナー ジ継 続 の適否 な ど

に関 す る情 報 を得 る こ とが で きる とい える。

本研 究 の 要 旨 は,第38回 日本 化 学療 法 学 会 西 日本

支 部 総 会(1990),第3回 日 本 外 科 感 染 症 研 究 会

(1990),第39回 日本 化 学 療 法学 会 総 会(1991)に て

発表 した。
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BASIC AND CLINICAL STUDIES OF ƒÀ-LACTAMASE ACTIVITY

IN ASCITIC FLUID OF PATIENTS WITH ACUTE

SUPPURATIVE PERITONITIS

Jun Michiura
Department of Gastroenterological Surgery, Wakayama Medical College

(Director: Prof. Hiroshi Tanimura),
27 Shichi Bancho, Wakayama 640, Japan

A new method for quantitative determination of p-lactamase activity in ascitic fluid was estab-

lished by using acidimetry, and At-lactamase activity was measured in 42 patients with intraab-

dominal surgical infections, which consisted mainly of acute suppurative peritonitis.

1) Both penicillinase (PCase) and cephalosporinase (CSase) activities were significantly higher

in ascitic fluid containing ,8-lactamase-producing bacteria (BLPB) than in fluid without BLPB.

2) CSase activity was significantly increased in ascitic fluid when the period from onset was over

96 hours.

3) CSase activity was high in patients who had received ƒÀ-lactams.

4) ƒÀ-Lactamase activity varied correlatively with clinical condition and therapeutic efficacy.

5) ƒÀ-Lactamase activity was inhibited in ascitic fluid in vitro by addition of sulbactam, a ƒÀ-

lactamase inhibitor.


