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歯性感染症におけるβ-lactam薬 耐性機構を解析するため,閉 鎖性膿瘍や蜂窩織炎などから優位に分

離されるPrevotella intermediaを 用いて最小発育阻止濃度(MIC)と β-lactamase活 性 を測定 し,β-

lactam薬 耐性に果たす β-lactamaseの 役割を検討 した。根管起因の閉鎖性膿瘍患者の内容液より分離

した細菌の うち生化学的性状試験 とマ イクロプ レー トハ イブリダイゼー ション法の結果を用いてP.

intermediaと 同定 した169株(症 例A:52株,B:35株,C:82株)を 実験に供試 した。MIC90を 症例

ごとに比較すると症例Aお よびCで はampicillin(ABPC)とcefaclorの 値が大 きく100～200μg/ml,

ついでlatamoxef, ceftizoximeお よびcefteramの 順に値が大 きく,cefmetazoleとimipenemの 値は

β-lactam薬 以外の薬剤と同様に小さかった。症例BのMIC90は 症例AとCよ り小さかった。 β-lac-

tamase活 性は各症例により異な り,症 例Aで は基質ABPCお よび基質cefazolin(CEZ)の 両分解活

性が高 く,症 例Cで は基質CEZの 分解 活性が高 く,基 質ABPCの 分解活性 は低 く,症 例Bで は両分

解活性 がともに低かった。供試菌株由来 β-lactamaseは 基質CEZの みを分解する場合および基質

ABPCと 基質CEZを ともに分解 する場合が多数を占めていた。β-Lactama8e活 性 とβ-lactam薬 の

MICと の関係を検討した結果,β-lactamase活 性が高い菌株の多 くはMICも 大きい値を示 した。 しか

し,β-lactamase活 性が低いがMICが 大 きい菌株 も一部でみられた。以上の事実は,歯 性感染症から

分離されるP.intermediaの β-lactam薬 耐性機構 には基質CEZの 分解活性の高いβ-lactamaseが 深

く関与することを示唆 しているが,そ れ以外の耐性機構の存在 も検討する必要があると考えられる。
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Prevotella intermediaは 重 度の閉鎖性膿瘍や蜂窩織炎な

どの症例か ら分離頻度が とくに高 く1～3),本菌 がこれ ら感染

症の発症 と進展に重要な役割を果たすことが示唆 され,病 原

酵素産生性鋤,粘 性物質産生性2)お よび付着因子としての線

毛の性状4,5)が検討 されている。

P.intermediaの ほ とんどの菌株はβ-lactam薬 に感受性

を示すが,一 部の菌株は耐性 を示す1)。 β-lactam薬 耐性機

序には,一 般的にβ-lactamaseに よる薬剤の加水分解6),外

膜 透過性の障害6,7)およびpenicillin binding Protein(PBP)

の親和性の変化6)が 単独あるいは複合 して関与す る6,8,9)と考

えられている。これまでにβ-lactam薬 耐性P.intermedia

が口腔から分離 され,MIC値 とβ-lactamase活 性 が比較的

よく一致することが明 らかにされている8,10)。歯性感染症発

症原因の1つ として,常 在菌の耐性化の可能性が推定され11),

個 々の症例における細菌の薬剤感受性や耐性化の動向を把握

することが,治 療上重要であると考え られる。 ところが,こ

れまでに主要構成菌に着目しなが ら,症 例ごとに耐性化の動

向を検討 した報告はみ られない。

本研究では,歯 性感染症におけるβ-lactam薬 耐性機構 を

症例間で比較するため,閉 鎖性膿瘍内容物より細菌を分離 ・

同定 し,P.intermediaが 優 位に分離 された症例を用いて

MICと β-lactamase活 性 を調べた。

I.材 料 と 方 法

1.対 象症例

前 報12)に 示 したP.intermediaが 優 位 に分離 された

3症 例(症 例A,Bお よ びC)を 対 象 とした。

2.試 料 の採取,細 菌の分離 お よび同定

試料 の採取,希 釈,培 養 お よび分離 は松 本1)の 方法 に

従 った。

分離 した黒色 色素 産生性 グ ラム陰性 桿菌 と標 準 菌株

のP.intermedia ATCC 25611とATCC 33563間 の

DNA相 同 値 をマ イ クロプ レー トハ イブ リダイゼー シ ョ

ン法13,14)で求 めた。つ いで,Johnson15)の 判 定基 準 によ

り,P.intermedia標 準 菌 株 との相 同性 値 が もっ と も

高 く,2番 目に高い菌種 の値 との相対類似 度が70%以

下 の菌株 をP.intermediaと して 同定 した結 果,症 例

*大阪市 中央区大手前1-5-31
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A:52株,B:35株 およびC:82株 を得,実 験に供した。

3.最 小発育限止濃度の測定

P.intermediaに 対する各種抗菌薬の最小発育阻止

濃度(MIC)は,前 鞭2)に 従って測定した。

4.β-Lactamase活 性

P. intermedia fi-lactamase 活性 はampicillin

(ABPC)お よびcefhzolin(CEZ)を 基 質 として ミクロ

ヨー ド法・鯛 で測定 した。通法10)に よ り供 試菌か ら超音

波破 砕 で得 た粗酵 素液 を,あ らか じめ 調整 され た基質

と反応 させ た後,タ ング ステ ン酸 ナ トリウムに よ り反

応 を停止 させ ヨ ウ素 デ ンプ ン溶 液 を加 え一定 特 問後,

波 長595nmに お ける吸光度 を測 定 した。酵素 活性 は

以下 の式 に従って タンパ ク1mgあ た りの活性 で示 した。

β-1actamase活 性(Unit!1ng)

=ΔA×0 .09/F×1/15x1/0.1x1/P

ΔA=Ablank-A8ample

P6): ABPC:3.89, CEZ: 5.02

P:粗 酵 素1m1申 の タンパク質量(mg)

II.結 果

1.MIC

β-Lactam薬 のMICg0は,症 例A,Bお よびCで そ

れぞ れABPCで は100,≦0.39,100μg/ml, cefaclor

(CCL)で は200,6.25,> 200μg/m1, cefmetazole

(CMZ)で は1.56,0.78, 0.78μg/m1, 1atamoxef

(LMOX)で は25,0.78, 3.13μg/ml,ceftizoxime(CZX)

で は1.56,≦0.39, 6.25μg/ml, cefteram(CFTM)で

は3.13,≦0.39,50μg1ml, imipenem(IPM)で は いず

れ も≦0.39μglmlで あ った。症例Aお よびCで は β-

lactam薬 のABPCとCCLの 値 が特 に大 き く100～200

μglm1,つ い でbMOX,CZXお よ びCFTMの 値 が 大

きか った。 β一Lactam薬 以 外の薬剤 の供試 菌に対す る

MICは,CMZとIPMの 値 と同 様 に小 さか っ た

(Table1)。

2.β-Lactamase

1)産 生性

P.intermendiaの β-lactama8e産 生株の割合は症例

A,Bお よびCで それぞれ98.1,17、2お よび98,8%

であった。このうち基質ABPCの みを分解す る菌株は

症例A,Bお よびCで それぞれ0,8、6お よび0%,基

質CEZの みは岡53,9,8、6お よび34,1%,基 質

ABPCとCEZの 両者とも分解する菌株は同44,2,0お

よび64。6%で あり,CEZを 分解する菌株が多かった。

症例AとCを 比べ ると,症 例Aが 症例Cよ り基質

CEZの みを分解する菌株の割合が高かった。症例Bの

菌株は症例A,Cと は異な り,基 質ABPCま たはCEZ

のみを分解 した(Table2)。

2)活 性

症例A,Cと もに各薩株由来β-1actamaseのABPC

分解活性は40mU1mg以 下であったが,CEZの 分解活

性は菌株によってバ ラツキがみられ0～ ≧100mUlmg

に分布 していた。分布のpeakお よび最大値は症例A

の菌株では40～50お よび141mU1mg,症 例Cの 菌

株では70～80お よび123mUlmgで あった(F騒9。1)。

症例Bで は,基 質ABPCの 分解活性が90～100お よ

び40～50mU1mgで あるβ-lactama8e産 生株が各々1

株ずつ観察された(Fig.1)。

3)MICと β-1actama8e活 性の関係

各菌株のMICと β-1actama8e活 性の関係を,ABPC

のMICと 基質ABPCの 加水分解活性およびCCLの

MICと 基質CEZの 加水分解活性の問で検討した。症例

Aで は基質ABPCお よびCEZに 対する供試菌のβ-lac-

tamase活 性が高い場合,こ の菌株に対するABPCと

CCLのMICは 大きかった。 しかし,CEZに 対する加

水分解活性が認め られるにもかかわ らず,MICが ≦

0.39μg!m1の 菌株が2株 観察された。症例Bで はMIC

が小さく,両 基質に対するβ-lactamase活 性 も低い菌

株(ABPCの 耐性限界値MIC12.5μ91m1未 満,CCL

の耐性限界値MIC50μglm1未 満,両 酵素活性30

Table 1. Susceptibility of isolates of Prevotella intermedia to various antibiotics

ABPC: ampicillin, CCL: cefaclor, CMZ: cefiiietazole, LMOX: latamoxef, CZX: ceftizoxime, CFTM: cefteram, IPM: imipenem,

OFLX: ofloxacin, MINO: minocycline, EM: erythromycin, CLDM: clindamycin

Table 2. Percent of ƒÀ-lactamase producers hydrolyzing ampicillin and cefazolin

ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin
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Case A

Case B

Case C

ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin

Fig. 1. Distribution of fl-lactamase producer.

mUlmg未 満)が 多か ったが,酵 素活性 は45～91

mU/mgと 高い値を示すが,ABPCのMICは ≦0.39～

3.13μglmlと 低い値 を示す菌株 も分離 された。症例C

では症例Aと は異なり,基 質ABPCと 基質CEZに 対

する供試菌の β-1actamase活 性 はともに大きいバラツ

キがみられた。ABPCのMICは 高いが,基 質ABPC

に対するβ-lactamase活 性 は低い菌株(MIC12.5μg/m1

以上,酵 素活性30mUlmg未 満)が47株 み られた。

CCLの 場合,MICが 高く基質CEZに 対するβ-lactam-

ase活 性も高い菌株(MIC50μ9/ml以 上,酵 素活性30

mUlmg以 上)が 多いものの,MICが 低いにもかかわら

ず β-1actamase活 性が高い菌株(MIC50μglm1未 満,

酵素活性30mUIIng以 上)が15株 認め られた(Fig。

2)。

In.考 察

我が国の医科および歯科領域における感染症治療およ

び予防に際 し,抗 菌薬は予防効果を高めるために広域ス

ペク トルを持つものが頻繁に,多 量に投与 されている。

これら薬剤の投与によって常在菌叢 も影響を受け,感 受

性が低 くなり耐性菌が選択されたり,突 然変異による耐

性菌の出現などに脅かされているnl。特に,常 在菌によ

Case A

Case B

Case C

ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin, CCL: cefaclor

Fig. 2. Relation between /3-lactamase activity and the
MIC of ampicillin and cefaclor.

る内因感染である歯性感染症の治療に際してはこれらの

事実を正確に把握 していなければならない。歯性感染症

では,耐 性菌出現頻度,耐 性値,β-1actamase産 生菌

の分布頻度および主要構成菌の分布割合は症例によって

著 しく異なってお り一2),抗 菌薬を一律に投与すること

はできない。前鞭2)で 述べたように,口 腔領域の感染症

である閉鎖性膿瘍内容物か ら細菌を分離後同定すると主

要構成菌の割合は症例 ごとに異なっていた。骨膜下膿瘍

や蜂窩織炎および辺縁性歯周炎の急性期に頻繁に分離さ

れるト鋤P.intermediaを 優位(60%以 上)と する症

例に注 目して薬剤感受性 とβ.lactam薬 耐性菌の分布状

況を比較 したところ,症 例間で両者は大きく異なってい

た。すなわち,薬 剤感受性は3症 例中2症 例でβ一1ac-

tam薬 のABPCとCCLの 感受性が著しく低 く,つ い

でLMOXとCFTMに 対する感受性 も低かった。しか

し,CMZ,CZXお よびIPMの 感受性は高 く,こ れ ら

の症例ではABPC,CCL,LMOXお よびCFTMの 投

与は困難と考えられるが,CMZ,CZX,IPMお よびそ

の他供試抗菌薬ではいずれもMICg。 は小さく,治 療に際



1102 日本化 学 療 法 学 会雑 誌 DEC. 1995

し投与可能である。症例Bで はABPC,CCLを は じめ

供試 した全抗 菌薬を投与できる。症例間でMICと β。

lactamase活 性が異なった理由を推定すると,煎 報12)に

示したように症例A,Cで はβ-lactam薬 などの抗菌薬

が最近投与 され,β-lactalnaseを 産生する耐性菌が選

択され,逆 に症例Bで は抗菌薬が投与 されなかったた

めに耐性菌が選択 されなかったためと考えられる。

ABPCとCCLに 対するMICが 高 くなった理由を解

析す るために,こ れまで他の菌種蜘 で調ぺているβ-

lactamase活 性を測定し,MICと の相関性を求めた。

症例Aで は,β-lactamase活 性とMICは よく相閲し,

ABPCとCCL、 耐性にはβ-lactamaseが 主たる原因であ

ると考えられる。 ところが,症 例Cで は,症 例Aと 同

様に,β-lactamase活 性 とMICが 相関する菌株が多 く

みられるが,相 関しない菌株 もかなり認められる。この

結果は,β-lactamase以 外の耐性機構(外 膜透過性の

障害あるいはPBP親 和性の相違)が これら菌株の耐性

化に関与 している可能性 を示している。

本研究に用いたRintermedia β-lactama8eは 基質

CEZの み または基質CEZとABPCの 両者を分解 し,

基質分解性は症例AとCで はABPCよ りCEZで 大き

かった。この理由は,セ フェム系薬の使用頻度が高いこ

とに関係 していると推定される。

本研究に供試した症例AとCでP. intermediaが 優

位に分離された理由は,β-lactamaseを 産生 しβ-lac-

tam薬 を加水分解 した結果生き残ったためと考えられ

る。 しか し,症 例Bの ようにβ-lactamase非 産生菌株

が多 く,β-lactam薬 に対 しても感受性を示す菌株が多

い症例か らも優位に分離されるため薬剤耐性が原因とは

一概にいえない。

以上の事実は,歯 性感染症の治療 に際 し薬剤を選択す

る場合,MICだ けでな く耐性機構をも考慮する必要が

あることを示唆 している。
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The MICs of antibiotics against Prevotella intermedia which were predominantly isolated from

closed abscesses or cellulitis, and Plactamase activity were measured to determine the role of ƒÀ-

lactamase in ƒÀ-lactam resistant bacteria originating in odontogenic infections. 169 strains of P.

intermedia(case A,52strains,case B,35strains and case C,82strains)which were isolated

from closed abscesses of endodontic origin were used in this experiment after identification of the

microdilution plate hybridization method.In the cases of A and C,the MIC90of cefaclor was the

largest among the drugs used,and their values became smaller in the order latamoxef,cefti-

zoxime and cefteram.The MIC9os of cefmetazole and imipenem were as small as those of other

antibiotics except for Plactams.The MIC9 in case B was lower than that in cases A and C.ƒÀ-

Lactamase activity dffers with the case.Hydrolysis to substrates ampicillin(ABPC) and cefazolin

(CEZ)was high in case A,and low in case B.However,in case C the ability of ƒÀ-lactamase to

hydrolyze substrate CEZ was high,but it was low for substrate ABPC.ƒÀ-Lactamase chiefly

hydrolyzed only substrate CEZ or both substrates ABPC and CEZ.Most of the isolates for which

a drug had a higher MIC also had high ƒÀ-lactamase activity,but in some isolates these was no

relationship between the MIC and ƒÀ-lactamase acitivity.These results suggest thatƒÀ-lactamases

which strongly hydrolyzed CEZ are closely related to the mechanism of ƒÀ-lactam resistance in P.

intermedia isolated from odontogenic infections,but we must also study mechanisms of Plactam

resistance other than that of Plactamase.
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