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Imipenem/cilastatin耐 性 緑 膿 菌 に 対 す るcefbpimeの 有 効 性
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Imipenem/cila8tatin(IPM/CS)附 性 緑 膿 菌 に 対 して,抗 緑 膿 歯 活 性 の 強 い セ フ ェ ム 系 薬 剤 で あ る

cefepime(CFPM),cefpirome(CPR),ceftazidime(CAZ)の 有 効 性 をin vitroで 比 較 検 討 し た。

Pseudomonas aeruginosaの 臨 床 分 離 株50株 のMICを 測 定 した と こ ろCFPM,CPR,CAZお よ び

IPM/CSのMIC90は そ れ ぞ れ32,128,64,お よび64μg/mlで あ った 。50株 中14株 がIPM/CSに 耐性

(≧16μg/ml)を 示 し,こ れ ら14株 に 対 す るCFPM,CPR,CAZのMIC90は そ れ ぞ れ16,32,32μg/ml

で あ っ た 。 また,IPM/CS耐 性 株 に対 して もCFPMはIPM/CSと 交 差耐 性 を示 さ なか っ た。IPM/CS

の 耐性 株14株 中,実 験 に用 い た4株 は 透 過 孔 で あ る外 膜 蛋 白D2の 欠 損 がSDS-Polyacrylamide gel

electrophorasisに よ り確 認 され た 。 この う ち2株 を用 い て 殺 菌 作 用 を検 討 した と ころ,MIC,sub MIC

濃 度 でCFPMは,CPR,CAZと 同 等 か や や 強 い殺 菌 力 を示 した 。 一 方,β-lactamaseの 誘 導 能 を比 較

す る と,CFPM,CAZは 低 い 誘 導 能 を 示 し た の に 対 し,CPRは や や 高 い 誘 導 能 を 示 し た 。 ま た,

IPM/CS耐 性 緑 膿 菌PRC316株 の 精 製 セ フ ァ ロス ポ リナ ー ゼ を用 い て 阻 害 定 数(Ki)を 測 定 した 結 果,

CFPMの 照 値 は139μMで 他 の2剤 よ り大 き く,緑 膿 菌 の 産 生 す る セ フ ァロ ス ポ リナ ー ゼ に 対 して,

も っ と も結 合 親和 性 が低 い こ とが 確 認 され た 。
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緑膿 菌 は多 くの抗 菌物質 に対 して,自 然お よび獲得 耐性 を

示 し,優 れた抗 菌力 を持 つ薬 剤が 次々 と開発 されて い るに も

かか わ らず,臨 床 材料 よ り耐性 菌 が検 出 され る。緑膿 菌 に対

し強 い抗 菌活 性 を持 つimipenem/cilastatin(IPM/CS)で

さえ も,そ の 透 過 孔 で あ る外 膜 蛋 白D2の 欠 損9やcar-

bapenemaseに よる耐性2)が 報 告 されて い る。 その 著 しい増

加 は見 られ てい ない ものの,今 後 の動 向は注 目すべ きこ とで

あ る 。 今 回,こ の よ う なIPM/CS耐 性 緑 膿 菌 に 対 す る

cefepimeの 有 効性 を,in vitroに おい て比較検 討 した。対 照

薬 剤 として,緑 膿 菌 に対 して強 い抗菌力 を有 す るcefpirome

お よびceftazidimeを 用 い た。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 薬 剤

Cefepime(CFPM,ブ リ ス トル ・マ イ ヤ ー ズ ス ク イ

ブ),cefpirome(CPR,中 外 製 薬),ceftazidime

(CAZ,日 本 グ ラ ク ソ),cephalothin(CET,明 治 製 菓),

imipenem/cilastatin(萬 有 製 薬)の 力 価 の 明 らか な標

品 を使 用 した 。

2. 使 用 菌 株

1992年 か ら1993年 に各 種 臨 床 材 料 よ り分 離 され た

Pseudomonas aeruginosa50株 を用 い た 。NCCLS3)

の 判 定 基 準 に準 じ,IPM/CSに 対 す るMICが ≧16μg/

mlの 株 をIPM/CS耐 性 緑 膿 菌 と した。

3. 薬 剤 感 受 性 試 験

緑 膿 菌50株 に対 す る4薬 剤 のMICは,日 本 化 学 療

法 学 会 標 準 法(微 量 液 体 希 釈 法)の に 従 い 測 定 し た 。 測

定 用 培 地 に は,Ca2+30mg/lお よびMg2+20mg/lを 添

加 したMueller Hinton broth(MHB,Difco)を 用 い た。

約107CFIU/mlに 調 整 した 菌 液 を 接 種 し,37℃,18時

間培 養 後 判 定 した 。

4. 外 膜 蛋 白 の精 製 とSodium dodecyl sulfate-poly-

acrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)に よ る

分 析

IPM/CS耐 性 緑 膿 菌 の外 膜 蛋 白 はFukuokaら5)の 方

法 に準 じ,以 下 の よ う に 抽 出,精 製 した 。 菌 体 は 超 音

波 破 砕 し遠 心 分 離 後,上 清 を100,000×g,1時 間 遠心

分離 した 。 沈 渣 を1%ザ ル コ シー ル で30℃,30分 処

理 後100,000×g,30分 遠 心 分 離 し,不 溶 画分 を外 膜 蛋

白 と した 。 泳 動 用 サ ンプ ル はLowry法6)で 蛋 白定 量 し,

1%SDS-2%2-mercaptoethanolで100℃,5分 間 処 理

した 後,Laemmli7)の 方 法 縦 っ てSDS-PAGEを 行 っ

た 。

5. IPM/CS耐 性 株 に 対 す る殺 菌作 用

PRC305株,PRC318株(い ず れ もIPM/CSの

MIC32μg/ml)をMHB(BBL)で18時 間 前 培 養 し,

各 菌 液 を660nmでOD=0.25に 調 整 した 。MHBで

200倍 に 希 釈 した 後,振 盪 培 養 を行 っ た 。2時 間 後 に各

濃 度 の 薬 剤 を作 用 させ,2,4,6時 間 後 に 生 菌 数 の 測
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定を行った。

6. β-lactamase誘 導能

粗酵素液の調整:約107CFU/mlに 調整したPRC318

株をAntibiotic medium3(Difco)で2時 間振盪培養

した後,至 適誘導濃度8)の 各薬剤を添加 し,さ らに3

時間培養した。菌体 を1/15Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)

で2回 洗浄 した後,超 音波破砕 し遠心分離後,上 清 を

粗酵素サ ンプルとした。

酵素活性の測定:CET(100μM)を 基質 としたUV

法で測定 した。 β-lactamase活 性は1分 間に1μmole

の基質を分解する酵素量を1単 位 とし,Lowry法 によ

Fig. 1. Sensitivity distribution of Pseudomonas aerugi-
nosa (50 strains).

Fig. 2. Correlation of MICs between cefepime and cefpirome

and ceftazidime against Pseudomonas aeruginosa.

って 求 め た 蛋 白(mg)当 た りの 比 活 性(Unit/mg pro-

tein)で 示 した 。

7. β-lactamaseに 対 す る納 合 親 和 性

セ フ ァロ ス ポ リナ ー ゼ の 精 製:IPM/CS耐 性 株 で あ る

PRC316株 の セ フ ァ ロス ポ リナ ー ゼ をCMセ フ ァデ ッ

ク スC-50を 用 い 既 報 の 精 製法9)に よ り分 離,精 製 して

使 用 した 。 梢 製 した 酵 素 は,SDS-PAGEで そ の 精 製 度

を確 認 した 。

阻 害 定 数(Ki)の 測 定:CET(12.5～200μM)を 基

質 と して 楽 剤 の 存 在 下 お よび 非 存 在 下 で 加 水 分 解 速 度

を測 定 し,Lineweaver-Burk plotか ら最 小2乗 法 に よ

り値 を算 出 した 。 な お,CETの Δεは7.66(mM-1cm-1)

で 計 算 した。

II. 結 果

1. 臨 床 分 離 緑 膿 菌50株 の 薬 剤 感 受 性

臨 床 材 料 よ り分 離 され た緑 膿 菌50株 の4薬 剤 に 対 す

る感受 性 分 布 をFig.1に 示 した 。MIC90はCFPM16μg/

ml,CPR128μg/ml,CAZ32μg/ml,IPM/CS32μg/

mlで あ っ た 。CFPMと,CPRお よ びCAZのMIC相

関 をFig.2に 示 した 。CFPMの 抗 菌 力 はCPRよ り良

好 で あ っ たが,CAZと の 比 較 で は,CAZのMIC値 が

小 さい 株 で はCAZが,32μg/ml以 上 の株 で はCFPM

が,そ れ ぞ れ 優 れ た値 を 示 して い た。

2. IPM/CS耐 性 緑 膿 菌 の 感 受性 分 布

50株 中14株 がIPM/CSに 耐 性 を示 した。 これ ら14

株 に 対 す るCFPM,CPR,CAZのMIC90は そ れ ぞ れ

16,32,32μg/mlで あ っ た(Fig.3)。 また,1株 を 除

い て,CFPMはIPM/CSとMICの 相 関 は な く,

IPM/CS耐 性 株 に 対 して もCFPMの 有 効 性 が 示 唆 さ れ

た(Fig.4)。

3. IPM/CS耐 性 株 の 外 膜 蛋 白Profile

SDS-PAGEの 結 果 よ り,PAO1で は 検 出 され る約

45Kdの 外 膜 蛋 白D2が,IPM/CS耐 性 株14株 中 実 験

に用 い た4株 で は 欠 損 して い る こ とが 確 認 さ れ た(Fig.

5)。

4. 増 殖 曲 線 にお よ ぼ す 影 響

Fig. 3. Sensitivity distribution of imipenenikilastatin-
resistant Pseudomonas aeruginosa (14 strains).
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IPM/CS耐 性 株2株 に対 す るCFPM,CPR,CAZの 殺

菌 作 用 をFigs.6,7に 示 した 。cFPMはPRC305株 に

対 し てCPRと 同 等,CAZよ り強 い 殺 菌 力 を 示 した 。

PRC318株 に対 して は,sub MICに お い て他 の2剤 よ

り強 い殺 菌 力 を示 した 。

5. β-lactamase誘 導 能

セ フ ェ ム剤 の3薬 剤 を1MIC, 2MIC濃 度 で 作 用 さ

せ た と こ ろ.CFPMお よ びCAZはCPRに 比 較 し β一

lactamaseの 誘 導 能 は低 か っ た(Fig.8)。

6.β-lactamase精 合 親 和 性

CFPMはCAZと 同様 に,セ フ ァ ロス ポ リナ ー ゼ に よ

る 加 水 分 解 を 受 け に くい 。 そ こ で,易 加 水 分 解 性 の

CETを 基 質 と し て 用 い て,阻 害 定 数(Ki)を 求 め た

(Table1)。CFPMのKi値 は139μMで,CPRが58μM

お よ びCAZが13μMで あ っ た の に比 較 し大 きい 値 を

示 した。CFPMは,IPM〆CS耐 性 緑 膿 菌PRC316株

の 産 生 す る セ フ ァロ ス ポ リナ ー ゼ に対 して 他 の2剤 よ

り親 和 性 が 低 い こ と が 確 認 され た 。 ま た,使 用 した 精

製 セ フ ァロ ス ポ リナ ー ゼ はSDS-PAGEで 単 一 の バ ン

ドを示 した 。

Fig. 4. Correlation of MICs between cefepime and

imipenem/cilastatin (IPM/CS) against IPM/CS-resis-
tant Preudomonas aeruginosa.

III.考 察

IPM/CSは 従来緑膿菌に対 して強い抗菌活性を持つ

が,近 年.透 過孔であるD、 蛋白の欠損やcarbapene-

maseに よる耐性 が報 告 されて い る。今 回我 々 は

IPM/CS耐 性緑膿菌に対 して,強 い抗緑膿菌活性を持つ

セフェム系薬剤の有効性 を比較検討した。

各種臨床材料より分離された練膿菌50株 の薬剤感受

性を調べた縞果,14株(28%)がIPM/CS耐 性菌であ

った。この数値 は,こ れまで報告されている耐性率よ

り多少高い精果であるが,あ る特定の施設より高頻度

Fig. 5. Profile of outer membrane proteins of imipenem/

cilastatin-resistant Pseudomonas aeruginosa by

SDS-PAGE.

Fig. 6. Bactericidal effects of cefepime, cefpirome and ceftazidime against imipenem/cilas-

tatin-resistant Pseudomonas aeruginosa PRC 305.
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Fig. 7. Bactericidal effects of cefepime, cefpirome and ceftazidime against imipenem/cilastatin-resis-

tant Pseudomonas aeruginosa PRC 318.

Fig. 8. Inducer activity for ƒÀ-lactamase of Pseudomonas

aeruginosa PRC 318.

Table 1. Inhibition kinetic parameters against cephalosporinase

from Pseudomonas aeruginosa PRC 316

にIPM/CS耐 性株が分離されていることが,全 体の耐

性率を上げている原因と考 えられた。おそ らくこの施

設ではIPM/CSの 使用頻度が高 く,IPM/CS耐 性緑膿

菌が選択されたと考えられる。

実験に供 したIPM/CS耐 性株は外膜蛋 白D、 の欠損が

確認されたが,セ フェム系薬剤は透過経路が異なるた

め,D2蛋 白欠損の影響 を受けずに抗菌力を示す。しか

し,高 度にβ-lactamaseを 産生 し,他 のβ-ラクタム薬

と交差耐性を示す株 もあることが報告 されている9)。緑

膿菌の産生す る染色体性の β-lactamaseは,多 くは誘

導型の酵素であ り,β-ラ クタム薬 に接触すると著 しく

酵素量が増 える。非誘導時の酵素産生量は株により異

なるが,誘 導 によ り脱抑制型 といわれるような大量の

β-lactamaseを 産生するようになった り,ベ ースの産

生レベルが上が り構成的にβ-lactama8eを 産生するよ

うになるものも見 られる10.11)。誘導する至適濃度は薬剤

によっても異なるが,IPM/CSは1/10MICで 高い誘導

能を示した。セフェム系薬剤は1MIC,2MIC濃 度でβ-

lactamaseを 誘導したが,CPRが 中等度の誘導能を示

したものの,IPM/CSよ り明らかに低い値であった。β-

lactamase産 生菌に対する抗菌力には,β-lactamase

への親和性も関与する。緑膿菌の産生するセファロスポ

リナーゼに対 して,CFPMの 結合親和性は きわめて低

く,こ の低親和性が,CPRお よびCAZのMIC値 の大

きい株において,他 の薬剤より良好な値 を示す理由の1

つであると考えられた。 また,CFPMの β-lactamase

に対する低親和性 と安定性から,CAZ耐 性緑膿菌に対

しても有効であるとの報告がある12)。IPMICSの 使用に

よって脱抑制的にβ-lactamaseを 産生するようになっ

た緑膿菌に対しても,そ の抗菌力は期待できるものと思

われる。

緑膿菌に対する抗菌力には,薬 剤の透過性やPBPsに

対す る親和性 などの因子も関与 している。CFPMは 双

極イオ ン構造を有することから,第3世 代セフェムよ

りも速やかにグラフ陰性菌の外膜 を透過する13)。また,

緑膿菌のPBP1Bに 対する親和性 はCAZよ り若干強い

ことが報告されている14)。CFPMは このように優 れた

抗緑膿菌活性 を有 し,今 回の実験成績から,CPRお よ

びCAZに 比較し,IPM/CS耐 性緑膿菌に対して有効で

あ ると考えられた。
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Activity of cefepime against imipenem/cilastatin-resistant

Pseudomonas aeruginosa
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The in vitro antibactericidal activity of cefepime (CFPM) was compared with that of cefpirome

(CPR) and ceftazidime (CAZ) against imipenem/cilastatin (IPM/CS)-resistant Pseudomonas aerugi-

nosa. The MIC90 of CFPM, CPR, CAZ and IPM/CS was 32, 128, 64 and 64 jig/ml respectively

against 50 clinical isolates of P. aeruginosa. Fourteen of the 50 strains were IPM/CS-resistant.

The MIC90 of CFPM, CPR and CAZ was 16, 32 and 32 ƒÊg/ml respectively against IPM/CS-resis-

tant P. aeruginosa. The IPM/CS-resistant strains showed no cross-resistance between IPM/CS and

CFPM. We observed a lack of the outer membrane protein D2 in the IPM/CS resistant strains

using SDS-PAGE. The time courses of CFPM, CPR and CAZ bactericidal activities against 2

strains of IPM/CS-resistant strains were determined. The bactericidal activity of CFPM was equal

to or somewhat superior to those of CPR and CAZ at concentration of MIC or subMIC. On the

other hand, inducer activities of CFPM and CAZ for ƒÀ-lactamase were lower than that of CPR.

In an inhibition study, CFPM showed a much higher Ki value for cephalosporinase of P. aerugi-

nosa PRC 316 than did CPR and CAZ. An extremely lower affinity of CFPM was demonstrated.


