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歯性感染症 における細菌の β-lactam薬 耐性化に関する研究

木 下 智

大阪歯科大学口腔外科学第1講 座*

(平成7年10月19日 受付 ・平 成8年1月10日 受 理)

内因感染症である歯性感染症におけるβ-lactam築 耐性菌出現機構 を解明するため,口 腔常在菌叢に

おける耐性菌の状態 と耐性因子の伝達について検討した。口腔常在菌表の唾液よりβ-lactam藁 耐性薗

をcefaclor(CCL)32μg/m1添 加選択培地にて検索 したところ50名 中46名 より本耐性嫌気性グラム

陰性桿菌が検出された。分離 した嫌気性グラム陰性桿菌91株 は Prevotella melaninogenica,

Prevotella interrnedia などの黒色色素産生性グラム陰性桿菌が多数を占めていた。分離菌株のうち β-

lactamase産 生 株 は88株(96.7%)で 認 め られ た 。 嫌 気 性 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 に 対 す るMIC90はCCL

で>256μg/ml,mpicillinで256μg/m1と 大 き く,つ い で,oeftizoxime,oefteramが128μg/ml.

cefazolinが64μg/ml,1atamoxefが16μg/mlで あ り,cefmetazoleお よ びimipenemは そ れ ぞ れ2

お よび ≦0.25μg/mlと 小 さか っ た。 歯性 感 染 症 由 来 の β-lactamase陽 性 ・β-lactam薬 耐 性P.inter-

media T5001をdonor,β-lactamase陰 性 ・β-lactam薬 感 受 性 のBacteroides capillosus K8085を

recipiemtと して β-lactam薬 耐性 因 子 の 伝 達 を 行 った と こ ろ,7.9×10-6の 頻 度 で 耐 性 化 した。 得 ら れ

たtransconjugamtsは β-lactamase陽 性 で,β-lactam薬 耐 性 を示 した 。Donor,recipiontお よ び

transconjugantsか らplasmidは と も に検 出 さ れ な か った 。 以 上 の 事 実 は,歯 性 感 染 症 にお け る β-lac-

tam薬 耐 性 菌 の 出現 に,発 症 以 前 よ り口 腔 に常 在 す る 耐性 菌 の 関 与 お よ び耐 性 菌 か ら耐 性 因 子 が伝 達 さ

れ る こ とに よ る感 受 性 菌 の 耐 性 化 の 関 与 を 示 唆 し て い る 。 こ の 耐性 因 子 は 染 色 体 上 に あ る もの と 考 え ら

れ る 。
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, transfer of ƒÀ-lactam resistant factor

歯性感染症は根管を通じて根尖部に侵入した口腔常在細菌

が,宿 主の抵抗力の減弱により活発化し,炎 症症状を呈する

内因感染症である1)。口腔内にはstreptococciを 主とする通

性嫌気性グラム陽性球菌をはじめ,通 性嫌気性グラム陽性桿

菌のlactobacilli,嫌 気性グラム陽 ・陰性球菌および桿菌な

どきわめて多種類の細菌が常在している2)。歯性感染症の病

巣からも口腔レンサ球菌や嫌気性菌3,4)など種々の口腔常在

細菌が検出される。嫌気培養技術および機器の整った今日で

は,嫌 気性菌特に嫌気性グラム陰性桿菌の検出率が高く,閉

鎖性膿瘍内溶液からは Prevotella, Porphyromonas,

Bacteroides が優 位 に分 離 され てい る1,5,6)。これ ら臨床 分離

嫌 気性 グ ラム陰性 桿 菌 中 には組 織破 壊酵 素 で あ るcollagen-

aseやhyaluronida8eな ど種 々の病 原酵 素活性 が 高い菌 株 も

多 く存 在 し6),歯 性 感染 症 の発 症,進 展 お よび膿 瘍形 成 に深

く関与 して い ると考 え られ て いる。

歯 性感 染症 の治療 としては抗 菌薬療 法 が施 行 され るが,投

与 抗 菌薬 に対 し細 菌が 耐性化 し,難 治性 とな り,治 療 に苦慮

す るこ とがあ る。 それ に対 応 し,治 療 に有 効 な抗菌 薬 を選択

す るた め に薬剤 の 感 受性1,3～5),組織 移行 性7),薬 動 力 学 的検

討8)お よび細 菌 の耐性 因子 の検索1,5.6)が行 われ てい る。 そ の

結 果,β-1actam薬 耐 性 の菌株 が存在 し尉,不 活化 酵素の β-

lactamaseを 産 生す る こと1,5,6,が報告 されて い る。 歯科領域

で は種 々 の抗 菌薬 が使 用 され,な か で も β-1actam薬 の使

用 頻度 は高 い9)た め,β-lactam薬 耐性 薗 の存 在 は歯性 感染

症 の難 治化の 一因 とな りうる。

一般 に β-lactam薬 耐性 菌の作 用機 序 として
,β-1actam-

aseに よる薬剤 の不 活化10～12),外膜透 過性 の障 害10～12)および

penicillin binding Proteinの 親 和性 の低 下10.12)が単独あ るい

は複合11.12)して関与 す る と考 え られ て い る。 口腔 由来嫌気性

グラ ム陰性桿 菌 の β-lactam薬 耐性 機構 につ い て は江 龍 ら14)

の β-lactamse活 性 の調 査や 田 中 ら樹 の β-lactamase阻 害

剤 を用 い た研究 で,β-lactamaseが 深 く関与 して い ること

が 明 らか と な って い る。 さ らに 山田 ら16,は一 部 の菌 株 では

外 膜透過性 障害 の関与 を指 摘 して い る。 しか し,歯 性感染症

治療 時 の抗菌 薬療 法 の障害 となる β-lactam薬 耐性 菌 が どの

よ うに して 出現 し,耐 性 を示す か につ いて は ほ とん ど解析さ

れ てい ない。

本研 究 で は,歯 性 感 染症 に おけ る β-lactam薬 耐性 菌の出

現 機 構 を解 明 す るた め,歯 性 感 染 症 か ら優 位 に分 離 され,

種 々の病 原 因子 を有 す る嫌気性 グ ラム陰性 桿菌 につ い て,口

*大 阪市 中央区大手前1-5-31
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腔常在菌叢における耐性菌の検出を行い,ま た,歯 性感染症

より分離した感受性菌の耐性化について検討した。

L方 法

1.唾 液細菌叢中のβ-lactam薬 耐性菌の検出

唾液細菌叢中のβ-lactam薬 耐性菌の検出は大宮17)の

方法を若干変更 して行 った。本研究の主旨を説明し同

意を得た成人ボランティア50名 より安静時唾液を採取

した。ただちに,amaero-box(N2:80%,CO2:10%,

H2:10%,平 沢製作所,東 京)内 に輸送 し,0.5mlを

4.5Ulのreduced transport fluid18)に 入れ10-10ま で

10倍 連続希釈を行った。各希釈液のうち100μ1ず つ

をCDC処 方嫌気性菌用血液寒天培地19(血 液寒天培地)

に32μg/mlcefaclor(CCL,塩 野義製薬)を 添加 した

培地(CCL選 択培地)に 塗抹 し,48時 間嫌気培養した。

CCL添 加重は,成 人41名 の唾液より血液寒天培地で

分離した嫌気性グラム陰性栂菌77株 に対するCCLの

最小発育阻止濃度(MIC)を 測定 し,そ の分布 より

breakpointを32μg/m1と 定め20),この値を用いた。

100個 前後colonyの 発育が認められるCCL選 択培

地上にてcolomy形 態,色 調お よび大 きさの差異により

1人 あた り1～6個 のcolonyを 釣菌した。ついで,グ

ラム染色 と48時 間の好気培養の結果から発育が認めら

れない菌株をCCL耐 性嫌気性グラム陰性桿菌として分

離した。

2.供 試菌株の同定

各供試菌株 のうち黒色色素産生性 グラム陰性桿菌

(black pigmented gram-negative rod, BPGNR) は

microplate hybridization 法21,22)で 各 標 準 菌 株 と の

DNA相 同値を求め,Johnsonの 記載劉 している基準に

従って同定 した。標準菌株は Prevotella melaninogeni-

ca ATCC 25845, Prevotella corporis ATCC 33547,

Prevotella denticola ATCC 33185, Prevotella interrne-

dia ATCC 25611, 33563, Prevotella loescheii ATCC

15930, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,

Porphyromonas asaccharolytica ATCC 25260,

Porphyromonas endodontalis ATCC 33406お よ び

Escherichia coli K12を 用いた。BPGNR以 外の菌株は

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology24)お よ び

Shahら25,26)の 分 類 基 準 に従 い,gas chromatography

に よる91uco8eか らの 終 末 代 謝 産 物 の 検 索 お よ び各 種 生

化 学 的性 状 試験 結 果 か ら同 定 した。

3.β-Lactam薬 耐 性 因子 の伝 達

β-Lactam薬 耐性 因 子 の伝 達 はmtermating法27)に

て行 っ た。 す な わ ち,歯 性 感 染 症 よ り分離 した β-lactam-

ase産 生 ・β-1actam薬 耐 性P.intermediaT5001株

をdonor,β-1actamase非 産 生 ・β-1actam薬 感 受 性

BacteroideS Capillosus(黒 色 色 素 非 産 生 性 グ ラ ム 陰 性

桿 菌)K8085株 をrecipientと して用 い た 。

Transconjugantsと してCCL100μg/ml添 加 培 地 上

で発 育 した非 黒 色colonyを 選 択 した 。

4,β-Lactamase産 生 性 お よび β-lactamase活 性

β-Lactamase産 生性 はhemin,L-cystime,vitamim

K1お よび5%yeast extract(DIFCO,USA)添 加

trypticase soy broth(TSB,Becton Dickinson, USA)

に発 育 した 菌 液 にnitrocefin(Oxoid,Englamd)を 滴

下 し て調 べ,赤 変 した もの を 陽性 と して 判 定 し た6)。 β-

Lactamase活 性 はUV法28)に よ り基 質ampicillin

(ABPC,明 治 製 菓)とCCLを 用 い,そ れ ぞ れ 波 長

235お よび265mmで 測 定 した 。

5.MICの 測 定

供 試 菌 株 に対 す る 各抗 菌 薬 のMICは 日本 化 学 療 法 学

会 標 準 法 の 微 重 液 体 希 釈 法29)に 準 じ,GAM broth(日

水 製 薬,東 京)を 用 い て 薬 剤 濃 度025～256μg/m1の

11段 階 で 測 定 した 。 使 用 抗 菌 薬 はABPC,cefazolin

(CEZ,藤 沢 薬 品),CCL,cefmetazole(CMZ,三 共),

latamoxef(LMOX,塩 野 義 製 薬),ceftizoxime(CZX,

藤 沢 薬 品),cefteram(CFTM,富 山 化 学)お よ び

imipenem(IPM,萬 有 製 薬)の8種 類 で,そ れ ぞ れ 力

価 の 明 瞭 な原 末 を 各 製 薬 会社 よ り提 供 を受 け て用 い た 。

6.Plasmidの 検 索

Plasmid保 有 の有 無 はTSBに 発 育 させ た 各 供 試 菌 液 よ

りalkalille extraction法30.31)でplasmid DNAを 抽 出

し,0.8%agarose gel上 で 電 気 泳 動 後,ethidium bro-

mide染 色 に よ り確 認 した 。

II.結 果

1.唾 液 中 のCCL耐 性 嫌 気 性 グ ラム 陰 性 桿 菌

CCL選 択 培 地 に てCCL耐 性 菌 の 検 索 を行 っ た とこ

ろCCL耐 性 菌 は50名 全 員 よ り,ま た,CCL耐 性 嫌 気

性 グ ラ ム 陰性 桿 菌 は50名 中46名(92%)か ら検 出 さ

れ た。CCL耐 性 嫌 気 性 グ ラ ム 陰性 桿 菌 は91株 分 離 さ

れ,同 定 の 結 果, P. melaninogenica, P. intermedia

な どのBPGNRが 多 か っ た(Table1)。

β-Lactamase産 生 株 は88株(96.7%)認 め られ,

菌種 間 に よる 差異 は み られ な か っ た(Table1)。

CCL耐 性 嫌 気 性 グ ラ ム 陰性 桿 菌 に 対 す る供 試 β-lac-

Table 1. Distribution of cefaclor-resistant anaerobic gram-negative

bacteria in saliva

1) Black-pigmented gram-negative rods
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Table2,MIC and MIC90 of β-lactam antibiotioe against cefaclor-resistant baeteria(91 strains)isobtd from saliva

ABPC:ampicillin,CEZ:cefazolin,CCL:cefaclor,CMZ:cofmotazole,LMOX:latamoxef,CZX:ceftizoxime,CFTM;cefteram,IPM:imipenem

Table3.MIC of β-lactam antibiotics aganist Prevotella melaninogenica(58strains)and Prevotella intermedia(15strains)isolated from

sdiva

ABPC:ampioillin,CEZ:cefazolin,CCL:cefaclor,CMZ:cefmetazole,LMOX:latamoxef,CZX:ceftizoxime,CFTM:cefteram,IPM:imipeoem

tam薬 のMIC90はCCLで>256μg/ml,ABPCで256

μg/ml.CZXお よ びCFTMが128μg/ml,つ い で,

CEZ,LMOX,CMZ,IPMの 順 で 大 きか っ た(Table

2)。P.melanjnogenicaとP.intermediaの β-lac-

tam薬 に対 す る感 受 性 を比 較 した 結 果,供 試 β-lactam

薬 間 で は ほ とん ど差 異 は み られ な か っ た(Table3)。

Plasmid bandはP.melaninogenica15株,P.

intermedia2株 お よびunidentified1株 の 合 計18株

(19.8%)で 観 察 され た 。Plasmidの 大 き さ は2.0～

15.0kbの 問 で,菌 株 あ た り1～ 数個 認 め られ た(Fig.

1)。

2.CCL耐 性 因 子 の伝 達

1)伝 達 率

Filtermating法 に よ り耐 性 因 子 を伝 達 し,CCL選 択

培 地 に て 耐 性transconjugantsを 選 択 し た と こ ろ,7.9

×10-5の 頻 度 で 耐 性 化 が 生 じた 。

2)Transco切ugantsの 性 状

得 られ たtranscorゆgant8の な か か ら任 意 に5株 を

分 離 し,性 状 を調 べ た 結 果 をTable84,5に 示 した 。

Table4.β-Lactamaseproductivityand.ctivityof donog,recipient

snd transcopjugante

ABPC:ampicillin,CCL:cefaclor,

1)substrate

2)5strains

Transconjugantsの β-lactamase産 生性 はす ぺ て 陽

性 で あ り,そ の 酵 素 活 性 は 基 質ABPC,CCLと もに

donorよ り増 加 し,前 者 で は1.5～4.6倍,後 者 で は2-8

～3 .4倍 とな った(Table4)。

Transconjugantsに 対 す る 供 試 薬 剤 のMICは,

recipientに 対 す る そ れ よ り もい ず れ の 薬 剤 とも 大 きか

っ た(Table5)。Plasmidはdonor,recipientお よび
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Table 5. MIC of p -lactam  antibiotics against donor, recipient and transconjuganta

ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin, CCL: cefaclor, CMZ: cefinetazole, LMOX: latamoxef, CZX: ceftizoxime, CFTM: cefteram,

IPM: imipenem

1)5 strains

(A) (B)

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of the plasmid DNA of cefaclor-resistant anaerobic gram-negative rods isolated from

saliva.
(A) Lanes 1 and 11, sizemarker  A -Eco T14 I digest.

Lane 2, Prevotella intermedia R 32001. Lane 3, Prevotella melaninognica R 32003.
Lane 4, P. melaninogenica R 32023. Lane 5, P. melaninogenica R 32030.
Lane 6, P. melaninogenica R 32032. Lane 7, P. intermedia R 32037.
Lane 8, P. melaninogenica R 32053. Lane 9, P. melaninognica R 32058.
Lane 10, P. melaninogenica R 32067.

(B) Lanes 1 and 11, sizemarker A -Eco T14 I digest.
Lane 2, P. melaninogenica R 32073. Lane 3, P. melaninogenica R 32081.
Lane 4, P. melaninogenica R 32084. Lane 5, P. melaninogenica R 32091.
Lane 6, P. melaninogenica R 32094. Lane 7, P. melaninogenica R 32096.
Lane 8, P. melaninogenica R 32106. Lane 9, P. melaninogenica R 32119.
Lane 10, unidentified R 32123.

transco可ugantsと もに検出されなかった。

皿1.考 察

歯性感染症 における β-lactam薬 耐性菌出現機構を

解明するため,口 腔常在菌叢の1つ である唾液中の嫌

気性菌をCCL選 択培地で選択 した。その結果,被 検者

全員より β-lactam薬 耐性菌が検出され,歯 性感染症

で重要視 されている嫌気性グラム陰性桿菌の耐性株は,

50名 中46名(92%)か ら分離された。β-lactam薬

耐性菌が常在菌叢か ら分離 された理由として,現 代の

医療では感染症治療や感染予防などの目的で種々の抗

菌薬が頻繁に使用 され,常 在菌は常にこれら抗菌薬に

さらされることとな り,環 境に適応す るために耐性 を

獲 得 して い る職)と 考 え られ る。

分 離 し た 嫌 気 性 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 は,P.melanino-

genicaやP.intermediaな どBPGNRが 多 か っ た 。 大

宮17)は 小 児 の 唾 液 中 のPCG耐 性 菌 でP.melanino-

genicaが も っ と も優 位 に分 離 さ れ た こ と を報 告 し,P.

melaninqgenicaを 含 むPrevotellaが β-lactam薬 に耐

性 化 し や す い こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し,松 本5),

多 々 見6)お よ び 木 下 ら1)は 歯 性 感 染 症 で はP.

melaninogenicaよ りもP.intermediaが 優 位 に 分 離 さ

れ る と述 べ て い る 。 こ の 原 因 は,口 腔 常 在 菌 叢 で はP.

melaninogenicaとP.intermediaに 対 す る β-lactam

薬 のMICや 両 菌 株 の β-lactamase産 生 性 に 差 は な い
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が,治 療 目的で投与された薬剤に対する適応力 がP,

intermedia で高く,ま た,種 々の病原酵素を多 く持っ

ていることが歯性感染症で優位に分離 される緒果に至

った と推定される。 しかし,こ の点については今後さ

らに検討したい。

嫌気性 ダラム陰性桿菌に対する供試 β-lactam楽 の

MIC90はABPCお よびCCLで それぞれ256,>256μg

/m1と 大 きく,CMZやIPMで はそれぞれ2,≦0.25

μg/mlと 小 さかった。この結果は,木 下ら1)のABPC

耐性 菌の分 離頻度が 高い歯性感 染症2症 例 にお け

るMIC90値(ABPC100μg/ml,CCL200～>200μg/

m1,CMZ1.56μg/m1,IPM≦0.39μg/ml)に 類似 し

ていた。 また,β-lactamase産 生株がほとん どであっ

たことも考えあわせると,内 因感染症である歯性感染

症の発症時にはこれ らの菌株が菌交代症の中心 となっ

て本症の薬剤耐性化に関与すると考えられる。

感受性菌の耐性化の一因として,耐 性因子の伝達を

検討 したところ,7.9×10-5の 頻度で β-1actam薬 耐性

transoonjugantsが 分離された。このことは病巣内でも

感受性菌が耐性化 しうることを示唆 している。田中ら33)

は歯性感染症由来 β-lactamase陽 性P.intermediaを

ABPCを 用いて,invitro耐 性菌を選択 したとき,β-

lactamase活 性値 とβ-lactam薬 のMICが 上昇するこ

とを報告 している。この研究は薬剤投与により耐性菌

がさらに高度耐性化する可能性を示唆している。

Cuchura1ら34)はBacteroides fragilisに おいてpla8-

midに よらない β-lactam薬 耐性因子の伝達を,ま た,

Guineyら86)はtetracyclineとpenicillim耐 性のP.

denticolaお よび1)intermediaで 非plasmid性 の伝

達を報告している。本研究でも唾液中β-lactam薬 耐性

嫌気性グラム陰性桿菌において,plasmidは18株 から

検出されたが,そ の大 きさ,個 数は一定でないことや,

残 りの菌株か らは検 出されなかったこと,ま た,耐 性

因子伝達時のdonor,recipientお よびtransconju-

gamtsか らplasmidは 検出されなかったことなどか ら,

本研究で明 らかになった耐性因子の伝達は非plasmid

性 と考えられる。

以上の事実か ら,歯 性感染症 における嫌気性 グラム

陰性桿菌の β-1actam薬 耐性化には,(1)常 在菌叢中

に β-1actamse産 生 ・β-lactam薬 耐性株が存在する

こと,(2)染 色体性の β-1actam薬 耐性因子が細菌間

で伝達 され る可能性があること,(3)薬 剤によって耐

性菌が選択され,そ の構成比率が増加するとともに β-

lactamase高 度産生 ・β-1actam薬 高度耐性株になるこ

となどが複合して関与するものと推定される。
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Study on the mechanism of occurrence of fi -lactam antibiotic-resistant

bacteria in odontogenic infection

Satoshi Kinoshita

First Department of Oral and Maxillofacial Surgery, Osaka Dental University,

1-5-31 Otemae, Chuo-ku, Osaka 540, Japan

The distribution of fl-lactam-antibiotic-resistant bacteria among normal oral microbial flora and

the transfer of ƒÀ-lactam-resistance factor were examined to assess the mechanism of occurrence

of fl-lactam-resistant bacteria in odontogenic infection. When an attempt to detect ƒÀ-

lactam-resistant bacteria among the normal flora was made in saliva by culturing on selective

medium containing 32ƒÊg/ml cefaclor (CCL), they were found in all subjects tested. Ninety-one

isolates of gram-negative rods isolated from the saliva were almost all black-pigmented gram-neg-

ative rods and included Prevotella melaninogenica and Prevotella intermedia, and 88 strains

(96.7%) of ƒÀ-lactamase producers were detected. The MICeos of CCL and Eunpicillin against anaer-

obic gram-negative rods were the highest among the ƒÀ-lactams used, >256ƒÊg/ml. The MICios

of ceftizoxime, cefteram, cefazolin and latamoxef were moderate, 16-128 ƒÊg/ml, and those of

cefmetazole and imipenem were 2 and <0.25pg/ml, respectively. ƒÀ-Lactam-resistance factor was

transferredfrom ƒÀ-lactamase producer/ƒÀ-lactam-resistant P. intermedia T5001 isolatedfrom odon-

togenic infection to ƒÀ-lactamase non-producer/ƒÀ-lactam-sensitive Bacteroides capillosus K8085 by

the filter-mating procedure. The frequency of transfer was 7.9)(10-6. Five transconjugants isolated

were ƒÀ-lactamase producers and exhibited ƒÀ-lactam-resistance. However, it was impossible to

detect the donor, recipient and transconjugants with plasmids. These findings suggest that the

presence of fi-lactam-resistant bacteria among normal oral microbial flora, and the transfer of ƒÀ-

lactam-resistance factor from ƒÀ-lactam-resistant strains to sensitive strains are involved in the

occurrence of ƒÀ-lactam-resistant bacteria in odontogenic infection. It also appears that ƒÀ-

lactam-resistance factor is present in the chromosomal DNA.


