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1988年10月 か ら1992年1月 の約3年 の間にimipeneln (IPM)分 解性 β-lactamase産 生緑膿菌9

株が,富 山市民病院の脳外科病棟に入院中の異なる9名 の患者か ら分離 された。9株 中6株 が分離され

た1991年 に,こ の脳外科病棟 における抗緑膿菌性 β-lactam剤(特 にIPM)の 使用量が急増 してい

た。IPM分 解性 β-lactamase産 生株はIPMに 低度(MIC=6.25μg/ml)か ら高度耐性(MIC=100

μg/ml)で,ceftazidime,cefbulodin等 の抗緑膿菌性セフェムにはすべて高度耐性であった。また,9

株中4株 はpiperacillin (PIPC)に,ま た5株 はaztreonam (AZT)に 感受性であった。IPM分 解性

β-lactamaseは 分子量28,000,等 電点9.5,亜 鉛要求性でいわゆるclassBに 属する基質特異性の広い

酵素であった。 β-lactamase産 生遺伝子は伝達性のプラスミド上にコー ドされてお り,産 生様式は構

成型であった。緑膿菌への伝達株ではIPM低 度耐性,お よびセフェム高度耐性は発現 したが,IPM高

度耐性,PIPCお よびAZT耐 性 は発現 しなかった。また,IPM分 解性 β-lactamase産 生遺伝子を大腸

菌にクローニングした結果,大 腸菌においても緑膿菌伝達株の場合 と同様の耐性が発現 した。実験的変

異株,耐 性伝達試験,β-lactamase産 生および外膜蛋白を調べた結果,IPM高 度耐性 は外膜蛋白D2

欠損にIPM分 解性 β-lactamase産 生が加わったことにもとつ くこと,PIPCお よびAZT耐 性はIPM

分解性 β-lactamase産 生 とは関連せず,染 色体性cephalosporinaseの 脱抑制型産生にもとつ くことが

明らか となった。IPM分 解性 β-lactamase産 生緑膿菌の血清型はすべてB型 であったが,9株 中3株

のみ血清型,ピ オシン型およびファージ型が一致 した。以上,IPM分 解性 β-lactamaseを 産生する特

殊 な緑膿菌の同一病棟における継続的な分離は,抗 緑膿菌性 β-lactam剤(特 にIPM)の 使用量に関連

している可能性が示唆 された。

Key words: ClassBβ-lactamase,緑 膿菌,イ ミベネム耐性,病 棟内感染

Imipenem (IPM)は 緑 膿菌を含 む種 々の細菌感染症に対

し優れた効果を発揮 し,安 全に使用で きる薬剤 と評価されて

いる1)5)。しか しなが ら,IPM治 療中の耐性菌の出現1～4)や臨

床使用量の増大に伴 う耐性 菌の増加 も報告 されるている6)。

また,本 邦においては,IPM耐 性 緑膿菌の分離頻度は10～

20%に 達 している6～8)。これらの耐性は,外 膜蛋 白D2の 欠

損にもとつ くとされ,IPMを 含 むカルバペネムに特異的な

耐性で,セ フェム剤 など他の β-lactam剤 と交差することは

まれである6～19。最 近,セ フェム剤 を含む多 くの β-lactam

剤 に も交差耐性 を示 し,IPM分 解 性 β-lactamaseを 産生す

るIPM耐 性 緑膿菌がWatanabeら に よって初めて報告され

た12)。

グ ラム陰性菌のIPM耐 性 に関連する金属要求性 の β-lac-

tamaseの 存 在 は,す でにBacteroides fragilis 13～17),

Aeromonas hydrophila18), Pseudomonas (Stenotropho-

monas) maltophitia19),Serrtia marcescens20,21)に お いて

知 られている。これ らの β-lactamaseはclassB22)あ るい

はfunctiongroup323)に 属するとされ,活 性発現に2価 カ

チオン(亜 鉛イオン)を 必要 とする。このようなmetalloβ-

lactamase産 生 はカルバペネムを含む広い範囲の β-lactam

剤 に耐性化 をもた らすこ とか ら,他 の広域 スペ ク トル β-

lactamaseと 区 別する必要のあることが指摘 されている24)。

Metalloβ-lactama8eは,ほ とん どの β-lactam剤 を加水分

解するが,aztreonam(AZT)に 加水分解活性 を示すもの と

示さないものの2群 に分 けられることが報告 されている%)。

また,そ の活性は,CVAな どの β-lactamase阻 害剤によっ

てなん ら影響されない。産生遺伝子は染色体上にあるとされ

て きたが,最 近では,Pseudomonas aeruginosa12,26),S.

marcescens27),B.fragilis13)な どでプラス ミド上に存在す

ることも報告 されている。特 に,S.marcescensに お いて
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IPM分 解 性 β-lactama8eを コー ドしたプラス ミドが広まっ

ている可能性が示唆 された27)こ とは注 目すべ きであろう。

我々は,臨 床分離緑膿菌か らIPM分 解性 β-lactamase

を産 生し,IPMに 対す る耐性値の異なる2株 を見い出した26)。

こ れら2株 の性状を検討 した結果,IPM分 解 性 β-lacta-

mase産 生 に外膜蛋白D2欠 損が加わることで,IPM高 度

耐性 がもた らされることが確 裡された。その後,こ れ ら2

株が分離 された同一病棟か らIPM分 解 性 β-lactamaseを

産生する緑膿菌を新たに7株 分離した。 これ まで,IPM分

解性 β-lactamase産 生緑膿菌に閲す る報告は少なく1蜘,今

回分離した9株 は同一病棟に入院中のそれぞれ異 なる息者

由来であったこと,ま た,上 述 した ようにS,marceecens

にお いてIPM分 解性 β-lactama8eを コー ドするプラス ミ

ドの蔓延が報告 されている8"こ と,さ らに,最 近相次 いで

新規なカルバペ ネム剤が臨床導入されたことから,本 菌株出

現の背景を解析することは今後の耐性菌対策に有用 と考え ら

れた。

そこで,本 銀では,こ れ ら緑認菌の薬剤耐性機構の解明お

よびその出現の背景の解析を 目的に,本 菌産生の β-lacta-

maseの 性 状 薬剤感受性,外 膜蛋白,耐 性 の伝達性,血 清

型,ピ オシン型,フ ァージ型などの諸性状ならびに抗菌薬使

用状況を検討 した。

1.実 験材料お よび方 法

1.使 用菌株

1988年10月 ～1992年1月 の間に,富 山市民病 院

の脳 外科 病棟 に入 院 中の患 者 の喀痰,尿 お よび浸 出 液

か ら分 離 され たIPM分 解 性 β-lactamase産 生P.

aerugimsa9株 お よび対照 としてWatanabeら12)が 分 離

したmetallo β-lactamase産 生 のP.aeruginosa GN

17203株 を 用 いた(Table1)。IPM耐 性 伝 達の受容 菌

としてはrifampicin耐 性 のP.aeruginosa PAO2142

Rp株12)を 用 いた。 またgIPM分 解 性 β-lactamase遣

伝 子 の大腸菌へ の クローニ ングにEscherichia coli JM

109株281を 用 い た。S,maroescens由 来metallo β-

lactamase遣 伝 子のrecombinant plasmid保 有E.coti

HB1011p8MBNU24株201は 名 古展 大学医 学部頬 薗学

荒 川 親 宜 先 生 よ り分 与 され た 。 緑 膿 菌 の 染 色 体 性

cephalosporinase (CEP邸e)産 生 株 と してP.aerugi-

nosa GN918株29)を,ま た,薬 剤感 受性比 較お よび外

膜蛋 白解析 に それぞ れ 当研 究所保 存 のP,aeruginosa

IFO3445お よびPAO1を 用 いた。 これ らの株 は50%

グ リセ リンに懸濁 し,-135℃ にて 凍結保存 した。

2.使 用薬剤

IPM,お よびbenzylpenid1lin(PCG)は 薦 有襲藁 よ

り,ritipenem (RITM)は フ ァル ミク リアよ り拶ce蕗

tazidime (CAZ)は 日 本 グ ラ ク ソよ り,cefbulodin

(CFS)は 武 田薬 品工桑 よ り,cefbperazone (CPZ)お

よ びpiperacillin(PIPC)は 富 山化学工 桑 よ り,a2tre-

onam (AZT)は 日本 ス ク イ ブ よ り,carbenicmin

(CBPC),cephalothin (CET),cephaloridine (CER)

お よ びlatamoxef(LMOX)は 塩 野 義 襲 薬 よ り,

cefuroxime (CXM)は 中 外 製 薬 よ り,cefmetazole

(CMZ)は 三 共 よ り,tazobactamは 大 鵬 薬 品 よ り,

clavulanic acid (CVA)は ビー チ ャム ・ス ミス クライ

ン よ り.sulbactam (SBT)は 日本 フ ァイザ ー よ り,

cefpirome(CPR)は ヘ キス トジ ャパ ンよ り,gentam-

icin(GM)は シ ェ リ ング ・ブラ ウよ り購入 あ るいは礎

供 を受 けた。Ofloxacin (OFLX)お よびBRL42715")

は富 山化 学工 業(株)綜 合 研究 所 で合 成 され た もの を

用 いた。

Table 1. Bacterial strains and plasmids used in the present study

a) Date of isolation
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3.最 小 発 育阻止濃 度(MIC)の 測 定

最小発 育阻止濃 度(MIC)は,Mueller-Hinton agar

(MHA,栄 研)を 用 い,日 本化学療 法 学会標 準法89に

準 じて測 定 した。Brain heart infhsion broth (BHIB)

中,37℃,一 夜培 養 した菌液を生理食塩水 にて500倍

希 釈 した もの を106ce11s/mlの 接 種菌液 とした。接種 に

は ミク ロプラ ンター(佐 久 間製作所,型 式MIT-P>を

用 い た。37℃,20時 間培 養後 にMICを 判 定 した。

IPM感 受 性 に及ぼす塩 基性 ア ミノ酸の影 響の検 討時

には,Davisの 最 少寒天培地 に50mMのL-ly8ine(東

京 化成)を 添加 してMlcを 測 定 した。Davi8の 最 少培

地 中で37℃,24時 間 培養 した菌液 を生理食塩 水で約

106cells/mlに 希 釈 した ものを接種 菌液 と した。

4.粗 β-lactamaseの 調 製

BHIB中,一 夜培養 した菌液 を新鮮BHIBに て20倍

に希 釈 し,37℃ に て4時 間振 盗培 養 した。遠心 分離

(6,000Xg,15分 閥,4℃)に よ り,菌 体 を分離 し,こ

れ をTds-HC1緩 衝 液(0.1M,pH7.0,以 下Trisと 略)

に て2回 洗 浄後,同 緩衝 液 に再浮遊 させ,氷 冷 下超音

波破 砕機(UR-200P,ト ミー精 工)に て破 砕 した。 こ

の菌体破 砕液 を遠心 分離(10,000×9,30分 間,4℃)

し,そ の上清 を β-lactamase粗 酵 素液 とした。誘導後

の活性測 定 には,種 々の濃 度のIPMを 培 養開始2時 間

後 に添加 し,上 記 と同様 に粗酵素 液 を調製 した。

5。IPM分 解 性 β一1actamaseの 精 製

上 記 の 方 法 で 得 たS-861株 由 来粗 酵 素 液(0.3

unit/mg of protein,基 質:IPM(100μM))か ら,既

報12)の 一 部 を改変 した方法 で精 製酵 素(比 活性:23.1

unit/mg of protein,基 質:IPM(100μM))を 得 た。

す なわ ち,除 核酸 処理 し,0.1%メ ル カブ トエ タノー ル

お よび0.5mMZnSO4含 有T五s-HC1緩 衝 液(pH7.0)

に対 して4℃ 一夜透析 した。透析 後の遠心分 離上清か

ら,イ オ ン交換 カラムクロマ トグラフ(CMSephadex;

3φ ×17cm)お よ びゲル濾 過(Sephadex G-100;2

φ ×80cm)に てIPM分 解 活性画分 を分離 し,精 製酵

素 と した。粗 酵素 中 の活性 の29%が 回収 され た。 な

お,溶 出バ ッフ ァー中 には,0.1%メ ル カプ トエ タノ

ールお よび0 .5mMZnSO4を 添 加 した。

6.β-lactamase活 性 の測定

β-lactamase活 性 は,UV法3233)に て 測 定 した。反応

は,0.05Mリ ン酸緩衝 液(pH7.0)中37℃ に て行 っ

たoダ ブ ル ビーム式 分光 光 度計(HITACHI,100-60

型)に よ り紫外 部 吸収 の 変化 を測 定す るこ とに よ り加

水分解 速度 を求め た。酵素活性 は,0.05Mリ ン酸塩緩

衝液(pH7.0)中,37℃ にお いて1分 間に1μmole

の基 質 を分解 す る酵素 量 を1unitと した。 また,酵 素

液の蛋 白濃 度 を子 牛血清 アルブ ミン(Sigma)を 標 準蛋

白と してLowryら の 方 法34)に て 求 め,単 位 蛋 白(mg)

当 りのunitで 比 活性(unit/mg of protein)を 表 した。

7,等 電点の測定

等電点 電気泳動 は,2%LKBア ンホ ライ ン(pH3,5

～10 .0)を 含 む7.5%ポ リ アク リルア ミドゲ ルを用 い

て行 った。pH勾 配はplマ ー カー(オ リエ ンタル酵母)

で 確認 した。 また,β-lactamase泳 動 位置 は,泳 動後

のゲ ルを0.5mMZnSO4含 有Tris-HCI級 衝 液 に30分

閥 浸 した後,1mMPCG,0,4%Starch,1mM

lodineお よ び12%agarを 含 む40mMリ ン酸塩緩衝

液(pH6.0)を 重 層す る ことに よ り確認 した。

8.分 子量の決定

Laemmliの 方 法36)に 従 い 精 製 酵 素 の 分 子 量 を

SDS-PAGEに よ り求 めた。 分子 量 マー カー としては

Pharmacia製(Pharmacia LKB Biotechnology)の も

の を用 いた。

9.β-lactamase組 害 活性お よび活性 回復試験

精製 β-lactama8e溶 液 に各種薬剤 を100μMに なる

よ うに加 え,30℃,10分 間 イ ンキ ュベ ー トした後,

CER(100μM)を 基 質 として β-lactama8e活 性 を測

定 した。EDTA処 理 後の金 属 イオ ンに よる活性 回復 試

験 はWatanabeら の 方法12)に 従 った。

10.外 膜 蛋 白

L-broth36)で 培 養 した菌体 か らFukuokaら の 方法37)

に 従 い外 膜画分 を拙 出 した。 これ を10%SDS-PAGE

で 分 離 後,ク マー シー染 色 に よ り蛋 白バ ン ドを検 出 し

た。

11.PIPC耐 性 菌の選択

S-861株 をBHIB中,37℃ で 一夜培 養 し,こ れを

生理 食塩 液で10倍 希釈 後,PIPC(50μg/ml)含 有

heartin fusion agar (HLA)平 板 上 に塗布 した。37℃,

一夜培 養後 に生育 して きた コロニーを同 じ濃度のPIPC

を含 むHLA平 板 上で2回 単一 コロニー とし,そ の1つ

をS-861PRと した。

12.耐 性 伝 達試験

Katoら の 方法38)に したが って,P.aeruginosa PAO

2142Rpを 受 容 菌 と して接合伝 達(フ ィル ター メイテ

ィング法)ま たはtransfbrmationを 行 った。伝達 株は

50μg/mlのCAZお よ び100μg/mlのrifampicinを 含

むHIA平 板 を用 いて選択 した。

13.IPM分 解 性 β-lactamase遺 伝 子の大腸 菌への

クロー ニ ング

アル カ リ簡 便法39)に よ りS-1051株 か らプ ラス ミ ド

DNAを 抽 出 し,こ れ を制 限酵素BamHIで 切 断後CIP

処 理 したpHSG397と 混 合 し,ligation反 応 を行 った。

このligation溶 液 を用い,Hanahanら の方法39)に てE.

coliJM109株 に 導入 し,CAZ50μg/ml含 有LB寒 天

培 地 に塗 布 した。 生育 した コロニ ー よ りプ ラ ス ミ ドを

分 離 し,ベ ク ターお よび挿 入 断片 を確認 し,目 的 とす

る クロー ンpTP131を 得 た。

14.血 清 型,フ ァー ジ型お よびピオ シン型 の決 定
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各臨 床分 離株 の 血清 型 は,抗 緑膿 菌血 消(メ イ ア ッ

セ イ緑 膿 菌;明 治 製菓)を 用 いて 決定 した。 また,フ

ァー ジ型 はBerganら の 方 法40)に,ピ オ シ ン魏 は

Gilliesら4Pの 方 法に従 って決定 した。

11.実 験 結 果

1.薬 剤 感受性お よびIPM分 解 活性

IPM分 解 性 β-lactamase産 生緑 膿 菌9株,Watanabe

ら12)が 分 離 したmetalloβ-lactamase産 生 のGN

17203株 お よび標準株 のIFO3445の 各 種抗 菌剤感 受

性 お よびIPM分 解 活性 をTable2に 示 す。

我 々が分離 した9株 は標準株 のIFO3445に 比 較 し,

IPMに 対 し明 らかに耐性 で あった。IPMに 対 す るMIC

値 は,S-860,S-1008お よびS-1030株 で は6.25μg

1mlで 、IPMに 低 度耐性 の レベ ルであ ったが,S-861,

S-1020,S-1046,S-1047,S-1051お よびS。1086株

で は25μg/mlお よび100μg/mlで 、 中等度 ない しは

高度 耐性 で あ った。CAZ,CFS,CPZ,CPRお よ び

CBPCに 対 してはすべ ての株 が高 度耐性(MIC≧100

μ91m1)で あ った。一方,PIPCに は,S-860,S-861,

S-1008お よびS-1030株 が標 準株のIFO3445と 同 様

感 受性 であ った が,他 の5株 は耐性 で あ った。 また,

AZTに 対 して は,S-1046,S-1047,S-1051お よ び

S-1086の4株 は中等 度耐性(MIC當12.5μg/ml～25

μg/ml)を 示 し,そ の他 の株 は感 受性 であ っ た。IPM

に 高 度 耐性 を示 した5株 の う ちS-1046,S-1047,

S-1051お よびS-1086の4株 はPIPCお よ びAZTに

も 高 度 あ る いは 中 等 度耐性 を示 した が,S-861株 は

PIPCお よ びAZTに は 感受性 であ った。 β-lactam剤

以 外の薬剤 の うちGMに 対 しては,S-1030株 が 感受性

(MIC=3.13μglml)で あ ったが,そ の他の株 はすべて

耐性 で あ った 。 また,OFILXに は,S-1047お よ び

S-1051が3.13μg/mlま た は6.25μg/mlのMICを 示

し,低 感受性 化 して いたが,他 の7株 は感受性 で あ っ

た。これ ら9株 は全体的に,分 離時期が新 しいほ ど高

度耐性化,多 剤耐性化の傾向を示した。

IPMを 基質 として,9株 か ら調整 した組酵素液の β-

lactamase活 性 を測定 した結果,す べての糧酵紫液中

にIPM分 解活性が認められ,蛋 白1mg当 り1分 間に

0,16μmole)0,49μmoleのIPMを 分解 した。活性

のレベルは,S-1020株 が0,49unit/mg of proteinと 他

の株に比べ約2倍 高い活性 を示 した以外ほぼ詞 じであ

り,IPMを 含む β-lactam剤 の耐性値 とIPM分 解活性

レベルには相関はみ られなかった。 なお。Watanabe

ら12)が分離 したGN17203株 の感受性パ ター ンは

OFLXに 低感受性化 しているS-1047株 に類似 し,ま

た、そのIPM分 解活性 はS-1020株 と岡程度であっ

た。

2.耐 性伝達性

IPM分 解性 β-lacしamase産 生縁膿菌9株 およびP.

aeruginosa GN 17203を 供与薗 とし,PAO2142Kp株

にフィルターメイテイ ング法にて耐性の接合伝達 を試

みた。S-1030株 を除いて低い頻度(10-7～10-6)な が

ら接合に より耐性伝達株が得 られ,S4030株 で も

transfbrmationに よって耐性伝達株が得 られた。伝達

株では,IPM耐 性,セ フェム耐性,CBPC耐 性,GM

耐性およびIPM分 解性 β-lactamase産 生能の発現が

確認 されたが,PIPC耐 性,AZT耐 性,OFLX耐 性

(低感受性),IPM高 度耐性,GM高 度耐性は発現 しな

かった(Table3)。 耐性伝達株では,臨 床分離株 と同レ

ベルのIPM分 解活性が確認 され,S-1020株 由来プラ

スミド(pMS384)保 有株のIPM分 解活性は臨床分離

株 と同様に他の株由来プラス ミド保有株の約2倍 であ

ったが,PIPC中 等度(MIC=50μg/ml)耐 性 は発現

しなかった。GN17203株 由来プラス ミド(pMS350)

伝達株でもpMS384(S-1020株)伝 達株 とほぼ同様

の結果が得られた。なお,デ ー タは示さないが,9株 す

Table 2. Antimicrobial susceptibilities and imipenem-hydrolyzing activities of 9 clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa

a

) Imipenem-hydrolyzing activity was determined by the spectrophotometric method using imipenem (100 p M) as the substrate and is

expressed in units per mg of protein.

Abbreviations: IPM: imipenem, CAZ: ceftazidime, CFS: cefsulodin, CPZ: cefoperazone, CPR: cefpirome, PIPC:  piperacillin, CBPC: carbeni-

cillin, AZT: aztreonam, GM: gentamicin, OFLX: ofloxacin
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Table 3. Antimicrobial susceptibilities and imipenem-hydrolyzing activities of the transconjugant.

a)Imipenem-hydrolyzing activity was determined by the spectrophotometric method using imipenem (100ƒÊM) as the substrate and is

expressed in units per mg of protein.

b) Strain from which transconjugant was obtained
.

c) Transformant .

Abbreviasions: See the foot note to Table 2.

Table 4. Expression of ƒÀ-lactam resistance in Escherichia coli JM

109/pTP 131

べ てに大 きさの類似 した(約40kb)プ ラス ミドが確認

され た。

S-1051株 由 来 プラス ミ ドpMS 388か らIPM分 解 性

β-lactamase産 生 遺伝 子 を,pHSH139を ベ クター と

し大腸 菌 にク ロー ニ ング した(Table4)。IPM分 解 性

β-lactamase遺 伝 子 は 大 腸 菌 で も発 現 し,1.24

unit/mg of proteinのIPM分 解 活性 が 確認 された 。

Recombinant plasmid保 有 大腸 菌で は,IPM・ セ フェ

ム剤,CBPCの 耐 性値 が ホス ト株 に比 べ5管 以上上昇

した。 また,PIPCの 耐 性 値 も3管 上 昇 したが,AZT

に対 す る感受性 は変化 しなか った。

3.β-lactamase産 生

IPM分 解 性 β-lactamase産 生9株 か ら得 た粗 酵素液

の等 電点電気泳動 パ ター ンをFig.1に 示 す 。対照 に緑

膿菌 の染色 体性CEPase(GN918株29)由 来)を 同時 に

泳 動 した 。 非 誘 導 時 に は,9株 中S-860,S-861,

S-1008,お よ びS-1030株 で は,pI約9.5に 泳 動 され

る1本 のバ ン ドのみが 認め られ た。一 方,そ の他 の株

では緑膿 菌の染色体性CEPaseに 相 当す る位置(pI=

ca8.7)に さ らにもう1本 のバ ン ドが検出 された。 次に,

誘 導時 の泳動パ ター ンを,S-1086お よ びS-860の 場

合 を代 表例 としてFig.2に 示 す。非誘 導時 に2本 のバ

ン ドが認め られ たS-1086株 で は誘導 時にpl8.7の バ

ン ドがやや強 く検 出され,1本 しかバ ン ドの認め られな

か ったS-860で はpI8.7に 新 たなバ ン ドが検 出 され

た。 なお,本 報 では,非 誘 導時 に もCEPaseバ ン ドが

検 出 された5株 を染色体性CEPase脱 抑 制株 としたが,

い ずれ もPIPC耐 性 であ った。

誘導 時の β-lactamase活 性 を,IPMを 基 質 とした

IPM分 解 活性,CETを 基 質 と したCEPase活 性 に分 け

て測定 した(Fig.3)。S-1020株 で はわずか に,ま た,

S-1046,S-1047,S-1051お よ びS-1086株 で は明 ら

かに誘導前のCEPase活 性 がIPM分 解 活性 よ り高かっ

た。誘 導後 には,す べ ての株 でCEPase活 性 が上昇 し

たが,IPM分 解 活性 には変化がみ られなかった。 また,

最 大CEPa8e活 性 が得 られ たIPM濃 度 は,IPM低 度

耐性 のS-860,S-1008,S-1020,S-1030で は3.13～

6.25μg/mlで あ ったが,そ の他 の高 度耐性 株で は25～

50μg/mlで あ っ た 。 なお,デ ー タ は示 さ な い が,

CMZで 誘 導 した場合,S-861株(IPM低 度 耐性)と

S-861(IPM高 度 耐性)株 でCEPase活 性 が 上昇す る

濃度 に違 いは見 られ なか った。

4.IPM分 解 性 β-lactamaseの 性 状

耐性 伝達株 か ら調 製 した粗酵 素液 を用 い各種 β-lac-

tam剤 に対 す る加水 分解 活性 を測 定 した(Table 5)。

そ の結 果 いず れ も類 似 した加 水 分解 パ ター ンを示 し,

AZTに 対 していず れの株 の酵素 も分解 活性 を示 さなか

った。 その他 の薬 剤 に対 して は 明 らか な分解 活性 を示

した。Watanabeら12)が 分 離 したmetallo β-lacta-

mase産 生 のGN17203株 か らの伝 達株(pMS350)
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The ƒÀ-lactamase bands were visualized iodometrically. The pI 8.7 and 9.5 bands correspond to chromoso-

mal cephalosporinase and imipenem-hydrolyzing ƒÀ-lactamase, respectively. Lanes a: 8-880; b: 8-861; c: 

S-1008; d: S-1020; e: S-1030; f: 8-1046; g: 8-1047; h: 8-1051; i; S-1088; j: GN 918 (CEPase)

Fig. 1. Analytical isoelectric focusing patterns of ƒÀ-lactamase from Pseudomonas aerugi-

nosa with imipenem-hydrolyzing activity.

The ƒÀ-lactamase bands were visualized iodometrically. The pI 8.7 and 9.5 bands correspond to chromo-

somal cephalosporinase and imipenem-hydrolyzing ƒÀ-lactamase, respectively. Lanes a: S-860 (control); 

b: S-860 (with induction); c: S-1086 (control); d: S-1086 (with induction); e: GN918 (CEPase)

Fig. 2. Analytical isoelectric focusing patterns of ƒÀ-lactamase from Pseudomonas aerugi-

nosa S-860 and S-1086 incubated with and without inducer.

お よびS.marcescensのmetalloβ-lactamase産 生 遺

伝 子 を保有 す る大腸 菌20)か ら調製 した粗 酵 素の基 質特

異性 はこれ ら9株 の結 果 と類 似 してい た。 また,粗 酵

素 を4mMEDTAで10分 間 処理 した ところ,す べ て

で92～98%の 活 性 が 阻害 され、透析 後 に亜鉛 イオ ン

を添加 した ところ活性 の一部 が回復 した。

S-861株 を代 表株 として選 び,IPM分 解 性 β-laCta-

maseを 精 製単 離 した。精製 β-lactamaseは,カ ルバ

ペ ネ ム,ペ ネム,セ フ ァマ イシ ン,ペ ニ シ リ ンお よび

セ フ ァ ロス ポ リン(オ キ シイ ミノセ フ ェムを含 む)を

加 水 分 解 した が,AZTに は 分解 活性 を示 さなか った

(Table6)。 本 酵素 のセ フェム剤 に対 す るKm値 は,ペ

ニ シ リ ン剤 に比 べ小 さ く,セ フ ェム剤 に高 い親和 性 を

示 す傾向がみ られ た。本酵素 の等 電点は約9.5で,

SDS-PAGEに よって求めた分子量は約28,000で あ り,

至適pHお よび温度はそれぞれ925お よび60～65℃

であった。

精製酵素に対する各種 阻害剤および金属イオンの β-

lactamase阻 害 活性 を検討 した(Table7)。 本 酵 素の活

性 は,EDTA,p-chloromercuribenzoate,ヨ ウ素,

FeCl3お よ びCuSO4の 添 加 に よ り完全 に阻害 された。

一方
,β-lactamase阻 害 剤であ るTAZ,CVA,SBTお

よ びBRL、4271530,,さ ら にKCI,NaCl,CaC12,

MgSO4,ZnSO4お よびCoCLの 添 加 は本酵 素の活性に

ほ とん ど影響 しなか った。

EDTAに よって阻害 された酵素活性に対する各種金

属イオンによる回復性を検討した(Table8)。 その結果,

Caイ オンおよびMgイ オンの添加ではほとんど活性は

回復 しなかったが,Znイ オ ンの添加で40%,Coイ オ

ンの添加では23%の 活性が回復 した。

5.IPMお よびPIPC耐 性の解析

IPM分 解性 β-lactamase産 生緑膿菌におけるIPM

およびPIPC耐 性が必ず しもIPM分 解活性 と相関せず

(Table2),ま た,Table3に 示 したように伝達株では

IPM高 度耐性およびPIPC耐 性が発現 しなかったこと

か ら,臨 床分離株に加え,実 験的耐性株 を用いてこれ
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S-860

S-1020

S-1047

S-861

S-1030

S-1051

S-1008

S-1046

S-1086

Sonic extracts were prepared from Pseudomonas aeruginosa producing imipenem-hydrolyzing

ƒÀ-lactamase after incubation with various concentrations of imipenem for 2 hours
, and their

ƒÀ-latamase activities were determined by a spectrophotometric method using both imipenem

(•›) and cephalothin (•œ) as the substrates.

Fig. 3. Cephalosporinase and imipenem-hydrolyzing activity in 9 Pseudo-

monas aeruginosa after incubation with various concentrations of imipenem

as the inducer.

Table 5. Hydrolyzing activites of the crude extracts from the transconjugants against various ƒÀ-lactams

a) The values in parentheses indicate activities (units per ml) used for assay.

b) E
. coli HB101 harbored the recombinant plasmid encoding metallo- ƒÀ-lactamase gene of S. marcescens TN 9106 (20).

e)The enzyme activities of EDTA-treated crude extracts were determined by the spectrophotometric method after incubation with 1 mM of

ZnSO4 for 10 min. Recovery of enzyme activity was expressed as a percentage of the activity before treatment with EDTA.

Abbreviations: CER: cephaloridine, PCG: benzylpenicillin, IPM: imipenem, RIPM: ritipenem, LMOX: latamoxef, CAZ: ceftazidime, PIPC:

piperacillin, AZT: aztreonam
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ら2剤 の耐性機構について検討 した。

外膜蛋白のSDS-PAGE泳 動像 をFig,4に 示す。

IPMに 高度耐性 な株 ではいずれ もD2蛋 白バ ン ド

(Figure中 に矢印で表示)が 検出されなかった。

D2蛋 白が塩基性アミノ酸の取 り込みに関与 し,塩 基

性アミノ酸がIPMの 透過 と拮抗することが報告されて

いる37)ので,最 少培地に塩基性 ア ミノ酸の リジンを添

加 し,IPM高 度耐性のS-861と 低度耐性のS-860の

IPMに 対するMICを 測定した(Table9)。 その結果,

培地中に塩基性 アミノ酸が存在 しない状態では,S-860

株に対するIPMのMICは 感受性株のIFO 3445と 同

じであったが,リ ジン添加によりS-861に 対する値 と

同 じレベルになった。一方,D2欠 損のS-861株 では

リジン添加の影響 はわずかで,リ ジンの有無にかかわ

らずIPMのMIC値 は感受性株より大きかった。

Table 6. Kinetics of ƒÀ-lactam hydrolysis by the purified ƒÀ-lacta-

mase from Pseudomonas aeruginosa S-861

a)ƒÀ -Lactam hydrolysis rates are expressed as percentages of

cephaloridine hydrolysis (enzyme activity: 1.83•`3.43 unita/ml

at 100ƒÊM).

h) The Ki value was determined using cephalothin as the substrate .

PIpcに 高魔耐性な株 はFig.1に 示 したようにいず

れ もCEPase産 生が 脱抑 制型 であ った。 そ こで,

CEPaseの 脱抑制的産生 とPIPC耐 性 との関係をさらに

明 らかにするために,IPM分 解 性 β-lactamase産 生緑

膿 薗 に対す るIPM,CAZ,AZTお よびPIPCと

CEPase阻 害剤のBRL42715と の併用効果ならびに

S-861株 から得たPIPC高 度耐性株のMIC,お よび β-

lactamase産 生を調べた(Table 10)。

IPMお よびCAZで は,BRL4271590)併 用時にMIC

値の変化はみ られなかったが,PIPCお よびAZTで は,

CEPase脱 抑制的産生株でMIC値 の低下がみ られた。

また,S-861か ら得たPXPC耐 性変異株 では親株の

S-861に 検出されなかったCEPaseに 対応する位置に

Table 7. Effects of inhibitors and cations on the activi-

ty of imipenem-hydrolyzing ƒÀ-lactamase

The purified enzyme (5.25 units/ml, substrate:

CER (100ƒÊM) ) was incubated with various

cations and inhibitors (100ƒÊM)

Table 8. Recovery of activity of imipenem-hydrolyzing ƒÊ-lactamase treated

with EDTA

The purified enzyme with imipenem-hydrolyzing activity of 0.707 unit/ml

(substrate concentration: 100ƒÊM) was incubated with 4 mM of EDTA at

30•Ž for 10 min, and the reaction mixture was then dialyzed twice against

1 liter of 50 mM MOPS buffer (pH 7.3) at 4t for 24 h. The dialyzed

enzyme solution was incubated with 1 mM of cations at 30r for 10 min

before enzyme assay. Recovery of enzyme activity is expressed as a per-

centage of the activity before treatment with EDTA.
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Outer membrane fractions were prepared from P. aeruginosa with imipenem-
hydrolyzing activity and from PAO 1 strain. The arrow indicates the position of 
Do-protein. 
Lanes a: Molecular weight markers; b: PAO 1; c: S-860; d: 3-861; e: S-1008; f: 
S-1020; g: S-1030; h: S-1046; i: S-1047; j: S-1051; k: S-1086

Fig. 4. Outer membrane proteins of Pseudomona8 aeruginosa with 

imipenem-hydrolyzing activity.

新たなバ ンドが検出され,CEPase産 生が臨床分離株の

PIPC耐 性株 と同様に脱抑制型に変化 していた。

6.血 清型,ピ オシン型お よびファージ型

今回検討 した9株 はすべて脳外科病棟 に入院中のそ

れぞれ異なる患者か ら分離されたことか ら,同 一株の

病棟 内感染が考えられたので,血 清型,ピ オシン型お

よびファージ型を調べた。Table11に その結果を薬剤

耐性パター ンとともに示す。

Table 9. Susceptibilities of Pseudornortas aeruginosa S-860 and S-861 to 

imipenem in the presence of lysine on Davis' minimum agar

血清型はすべてB型 であったが,ピ オシン型では2

種の型が,ま たファージ型では6種 の型が見 られた。

ピオ シン型,フ ァー ジ型が一致 した株 は,S-860,

SL861お よびS-1046株 の3株 のみであったが,こ の3

株の薬剤耐性パ ターンは明らかに異なっていた。分離

時期とピオシン型お よびファージ型には特に関連は見

られなかった。

72薬 剤使用状況

脳外科病棟における抗緑膿菌性 β-lactam剤 の1987

年か ら1993年 における使用量を半年ごとに集計 した結

果をFig.5に 示す。抗緑膿菌剤,特 にIPMの 使用量

は1991年 まで増加 し,そ の後急激に減少 した。CAZ

は1990年 に使用が開始されていた。 また,AZTは

1992年 の1～6月 にわずかに使用 されていたが,CFS

およびニューキッロ ン剤の使用実績はなかった。少量

のGMが 調査 した期間中すべてで使われていた。抗緑

Table 10. Effect of BRL 42715 (a ƒÀ-lactamase inhibitor) on the activity of ƒÀ -lactams against Pseudomonas aensginosa with 

imipenem-hydrolyzing activity

pI=8.7; cephalosporinase, pI=9.5; imipenem-hydrolyzing ƒÀ-lactamase NT: not tested
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Table 11. Serotvoe. ovocin type and Phan type of Peeudornonao aertiginoact with imipanam-hydrolyzing activity

IPM (H): high imipenem-resistance (MIC= 100ƒÊg/ml); GM (H): high gentamicin-resistance (MIC>800ƒÊg/ml); CEP:

cephalosporin-resistance

IPM: imipenem, CEP: cephaloeporin, GM: gentamicin, PIPC: piperacillin, OFLX: ofloxacin

Fig. 5. Amounts of antipseudomonal agents

used in the neurosurgical ward from

July 1989 to June 1994.

膿菌性 β-lactam剤 以外ではCTM(半 年間に7～15

kg),CEZ(1～7kg),FMOX(～3kg)お よび

LMOX(～3.5kg)な どが主に使用 されていた。なお,

FMOXの 使用量はLMOXの 使用量の減少にともない

増加 した。

III.考 察

緑膿菌におけるIPM分 解 性 β-lactamaseの 産生は,

これまで報告例が少なく12,26)きわめてまれなことである

が,我 々はたまたま同一病棟に入院中の異なる9名 の

患者か ら分離 された緑膿菌がIPM分 解性 β-lactamase

を産生 していることを見いだ した。今回検討したIPM

分解性 β-lactamase産 生緑膿菌は,約3年 間にわたっ

て同一病棟 に入院中のそれぞれ異 なる患者か ら継続 し

て分離 されたこと,IPMに100μg/mlの 高度耐性 を示

しなおかつ広範囲の抗菌剤 にも耐性を示す株が含 まれ

ていたこと,ま た、これら9株 は分離時期が新 しくな

るにつれ多剤耐性化,高 度耐性化する傾向が認め られ

たことなど,こ れまでにない特殊な例 と考えられた。

IPM分 解 性 β-lactamaseの 基 質特 異性 お よび等電点

を検討 した結 果,今 回検 討 した9株 は同 一の酵 紫 を産

生 してい る と考 え られ た。S-861株 か ら精 製 した酵素

の性状 はWatanabeら12)の 報 告 した もの とほ ぼ一致 し

てお り,ま た,耐 性 伝 達株 か ら得 た粗 酵 素の碁 質特 異

性 はWatanabeら12)お よ びOsanoら20)の 分 離 した

metalloβ-lactamaseと1ま ぼ一致 した。 さ らに,い ずれ

の酵素 もEDTA処 理 に よ り酵素 活性 が失 われ たが、透

析 後 に亜鉛 イオ ン添 加 に よ り活性 の一 部 が 回復 した。

以上の結果か ら今回検討 した9株 のIPM分 解 性 β-lac-

tamaseはclas8B23)あ る いはfunction gmup 324)に 属

するmetalloβ-lactamaseと 考 え られ た。

今 回 精 製 した 酵 素 の 性 状 にOsamoら20)お よ び

Marumoら21)の 報 告 したS.marcescens由 来 のmetal-

loβ-lactamaseと 一 部一致 しな い点 が見 られ た。す な

わ ち,Km値 お よび等電 点で あ る。 今回得 られたペ ニ

シリンのKm値 はMarumoら21)の 報 告値 と類似 してい

た もののOsanoら20)の 報 告 して いる値 よ り大 きか った。

伊予部 ら42)は,P.aerugimsa由 来 のIPM分 解 性 β-

lactamaseの 構 造 遺伝子 の塩 基配列 はOsamoら20)の 報

告 した酵 素の もの と完 全 に一致 した と報告 して いるこ

とか ら,Km値 の 不 一致 は,酵 素 反応 条件 の 違 いに よ

る可 能性 が高 い と考 え られ るが 、 詳細 は不 明 で あ る。

また,我 々の精 製酵素 の等 電点 は約9.5と 推 定 された

が,Watanabeら12)の 報 告値(9.0),Osanoら20)の 報

告値(>9.5)お よ びMarumoら21)の 報 告値(8.7)と

異 なっていた。 これはpIが 測定上 限値 に近 い値で あっ

たため と考 えてい る。

とこ ろで,菌 体 内透 過 障壁 に もとつ く薬 剤 耐性 は,

効 率 的 な ク リアラ ンス機構 を伴 うと きに高 度耐性 とな

って発 現 す る とされ る43,44)。D2蛋 白 欠損 に よるIPM

の 菌 体 内透過性 の低下9～11,44,45)とク リアラ ンス機構 の β-

lactamaseの 共存 がIPM耐 性 発現 に とって必要 である

こ とが す で に指 摘 され43,45),D2蛋 白 欠損 は染 色体性

CEPaseと 組 み合 わせ られて初め て耐性 値の上 昇 として
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表現 されると考えられている。我々26)はすでにD2蛋

白欠損 とIPM分 解性 β-lactamaseの 共存がIPM高 度

耐性 をもた らすことを明 らかにしている。今回検討 し

たIPM高 度耐性の5株 のいずれもIPM分 解性 β-lac-

tamase産 生にD2蛋 白欠損が加わったものであった。

種々の濃度のIPMを 用いたCEPase誘 導試験で,

Livermoreの 報告45)と同様にD2欠 損株における最高

誘導量を得るためのIPM添 加濃度がD2保 有株より高

いことが明 らか になった。 これ は、D2欠 損株 での

IPMの 菌体内透過障害の存在 を示 していると考えられ

る。 また,IPMの 菌体内透過に拮抗すると言われる3?)

塩基性アミノ酸存在下に,D2保 有株のMIC値 がD2

欠損株 と同レベルにまで上昇した。これらは,D2蛋 白

欠損がIPMの 透過の減少をもた らし,IPM分 解性 β-

lactamaseの 存在 とともに高度耐性化をもたらす とい

う考 えを支持するものであろう。一方,興 味深いこと

に塩基性アミノ酸が存在 しない最少培地上では,D2蛋

白を保有するIPM分 解性 β-lactamase産 生株のIPM

に対する耐性値は標準株 と同 レベルであった。これは,

IPM分 解性 β-lactamase産 生によるIPM耐 性発現に

はなん らかの形でIPMの 透過障害が必要なことを示 し

ていると考えられる。今回の我々の検討結果は,IPM

耐性発現における透過障害とクリアランス機構の関係

を考える上で非常に示唆に富む成績と考えられる。

耐性伝達試験の結果か ら,IPM耐 性,CBPC耐 性お

よびセフェム耐性はプラス ミド上にコー ドされている

IPM分 解性 β-lactamaseに もとつ くことが確認され

た。 しかしなが ら,IPM分 解性 β-lactamase産 生緑膿

菌におけ るPIPC耐 性お よびAZT耐 性 は伝達せず,

IPM耐 性,CBPC耐 性およびセフェム耐性 とは耐性機

作が異なっていた。すなわち,PIPC耐 性は染色体性の

CEPaseの 脱抑制型産生によるものであった。緑膿菌で

はIPM分 解性 β－lactamase産 生を獲得することで

PIPC耐 性は発現せず,ま た大腸菌でも耐性値の上昇は

CAZ程 ではなかったが,精 製酵素を用いた加水分解反

応の解析では,PIPCのVmax/KmはIPM分 解性 β-

lactamase産 生で高度耐性化するCAZと 類似 していた

(Table6)。 本酵素に対 しては,PIPCはCAZに 比べ必

ず しも悪い基質ではなく,耐 性値の上昇がCAZ程 度で

あっても不思議ではないと考 えられる0PIPCに おける

このようなdiscrepancyの 原因としては,IPMで 見 ら

れたような菌体内への透過性 のファクターの関与 も考

えられるが,詳 細は不明である。

今回分離 した9株 中には,血 清型,ピ オシン型,フ

ァー ジ型および薬剤耐性パ ター ンのすべてが一致 した

株は認め られず,必 ず しも同一株の病棟内感染とは考

えられない結果であった。 しかしなが ら,3株 では薬剤

耐性パ ター ンを除 き各種性 状が一致 した。 これは,

IPM分 解性 β-lactamase産 生プラス ミドを獲得 した菌

株が,D2欠 損によりIPMに 高度耐性化し.さ らに染

色体性CEPase産 生が脱抑制型に変化することによ り

PIPCに も耐性化し病棟内に広がった可能性 を示唆 して

いるとも考えられる。一方,IPM耐 性が伝達性プラス

ミド上にコー ドされていることが確認 されたことか ら,

病棟内において,IPM分 解性 β-lactamaseを コー ドし

たプラス ミ ドが伝播 した可能性 も考え られた。 また,

伊予部ら42)およびArakawaら46)が 報告 しているように

IPM分 解性 β-lactamase遺 伝子がインテグロン様構造

を伴っていることから遺伝子上を移動 している可能性

も考えられる。事実,S.marcescensで は染色体上お

よびプラス ミド上の両方にその遺伝子が存在すること

が確かめられている2卿。今回分離した9株 の薬剤耐性

プラスミドを比較検討することによって,IPM分 解性

β-lactamaseに よる β-lactam剤 耐性の伝播に関しさ

らに詳細な知見が得られるものと考えられる。

今回検討した9株 では分離時期が新 しいほど高度耐

性化 ・多剤耐性化する傾向が見 られた。この ような薬

剤耐性の進行は抗菌剤の使用量 と関連 していると考え

られる。実際に薬剤使用量を調査 した結果,こ れ らの

緑膿菌が分離 された脳外科病棟 においては,IPMを 含

む抗緑膿菌性抗菌剤の使用量が1990年 か ら急増 し,特

に9株 中6株 が分離された1991年 のIPM使 用量は調

査期間中もっとも多 くなっていた。また,S-1086株 が

分離 された1992年 以後は,IPMを 含めた抗緑膿菌性

抗菌剤全体の使用量が減少 してお り,ま た新たなIPM

分解性 β-lactamase産 生株 も分離されていない。これ

らは,IPMの 高度耐性化やIPM分 解性 β-lactamase

産生株の分離株数の増加が薬剤の使用量に関連 してい

る可能性を強 く示唆する成績 といえよう。 しか し,調

査期間中においては,PIPCの 使用量に特に大きな変化

はな く,ま た,AZTは1992年 に少量使用されただけ

であ り,PIPCお よびAZT耐 性菌の出現 と薬剤使用量

との間に明確な関連はなかった。 また,程 度はわずか

であるが,キ ノロン剤のOFLXに 対する感受性が低下

した。 この病棟ではキノロン剤の使用実績が なく,キ

ノロン剤の低感受性化が どの ような機作 によるのか興

味が持たれる。本病棟の入院患者は,そ の病態の性 質

上入院が長期にわたり,ま た しば しば感染を繰 り返す

ことか ら,抗 菌化学療法を受ける機会が他の病棟の患

者 より多いと考えられる。上述 した薬剤使用量に加え,

このような入院患者の特性 も耐性 菌出現の要因になっ

ている可能性が考 えられる。なお,現 在 も同じ病院で

分離 される緑膿菌につ いて引 き続 き調査 を継続 してい

るが,1992年1月 にS-1086株 を分離後現在(1995

年6月)ま で,新 たなIPM分 解性 β-lactamase産 生

緑膿菌は分離 されていない。幸いなことに一過性の流

行であったものと思われる。

以上,同 一病棟内よ り継続的に分離されたイミペネ
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ム分解性 β-lactamase産 生緑膿菌の賭性状について報

告 した。最近,新 規なカルバペ ネム剤が臨床導入され

てお り,こ の種の薬剤の使用機会の増大が予想 される

ことか らも,今 後 とも耐性菌の動向には十分な注意が

必要であろう。

(本論文は上田賞受賞者論文 として既報26.47)に新たな

データを加え作成したものである)
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From October 1988 to January 1992, 9 strains of Pseudomonas aeruginosa carrying a transfer-

able plasmid encoding imipenem-hydrolyzing f3-lactamase (pI-approx. 9.5) were isolated from 9

different patients hospitalized in the neurosurgical ward of Toyama City Hospital. Six strains

were isolated in 1991, and the amount of antipseudomonal agents (especially imipenem) used in

the neurosurgical ward increased considerably during the same year. All strains were resistant to

imipenem, carbenicillin and antipseudomonal cephems such as ceftazidime, cefsulodin, cefpirome,

etc.; 4 strains of were susceptible to piperacillin and 5 to aztreonam. The imipenem-hydrolyzing

f-lactamase appeared to be zinc-dependent class B /3-lactamase with a molecular weigh of

28,000, pI of 9.5 and broad substrate specificities similar to those of the metallo-ƒÀ-lactamase

from P. aeruginosa (Watanabe et al., 1991) and Serratia marcescens TN 9106 (Osano et al.,

1994). The gene encoding imipenem-hydrolyzing fi-lactamase was located on the transferable

plasmid of each isolate. The manner of production of these enzymes was constitutive. Both

low-level imipenem- and high-level cephem-resistance were cotransferred to P. aeruginosa with

the production of metallo- fl-lactamase, but piperacillin-, aztreonam-, and high-level imipenem

-resistance were not . Esherichia coli harboring recombinant plasmid encoding imipenem-hydrolyz-

ing fl-lactamase exhibited a pattern of resistance similar to that of transconjugants of P. aerugi-

nosa. Production of chromosomal cephalosporinase in piperacillin-resistant strains was derepressed,

and production of outer membrain protein of D2 was diminished in highly imipenem resistant

strains. The serotype of all 9 strains was type B, but only 3 strains of them had the same

serotype, pyocin-type and phage type. Above results suggest that the continuous isolation of

imipenem- and cephem-resistant P. aeruginosa producing metallo- fl-lactamase was related to the

use of the antipseudomonal fl-lactam agents such as imipenem.


