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歯 性 感染症の化 学療法 に用い る抗 菌薬 を検討す るため,ヒ ト唾 液常在 菌叢 よ り嫌気性 グラム陰性 桿菌

を分離 し,ampicillinIABPC),cefaclor(CCL),cefteram(CFTM)お よ びofloxacin(OFLX)の

MICと β-lactamase産 生性 を調べ た。嫌気性 グラム陰性 桿 菌は50名 中41名 よ り合計77株 得 られ,

同 定の結 果,Prevotella melaninogenicaやPrevotella intermediaな どの黒色色 素産生性 グラム陰性 桿

菌が 多数 を占め た。Prevotella,Porphyromonas gingivalisお よびBacteroides ureolyticusに 対 す る各

抗 菌薬 のMIC分 布域 は広 く,CCL,CFTMお よ びOFLXのMIC分 布 は2峰 性 を示す こ とよ り耐性 限

界値 を定め,こ の他 を超 えて発 育す る株 を耐性 菌 とした。耐性 限界値 はCCL,CFTMお よ びOFLXで

そ れぞれ32,16お よ び16μg/mlで あ った。 また,ABPCで は3峰 性 を示 し,耐 性 限 界値 は1μg/ml

で,16μg/m1以 下を中等度耐性 菌,16μg/mlを 超 える もの を高度耐性 菌 と した。Fusobacterium sp.

や 未 同定株 も同様 にMIC分 布 か ら耐性 限 界を定め て耐性 菌 を分離 した。耐性 限界値 はFusobacterium

sp.で はCCLで16μg/mlを 示 し,未 同定株で はABPC,CCL,CFTMお よ びOFLXで そ れぞ れ64,

16,32お よび16μg/mlで あ った。耐性 菌 は合 計41株 分離 され,1薬 剤耐性 が16株,2薬 剤 耐性 が8

株,3薬 剤 耐性 が16株 お よび4薬 剤 耐性 が1株 で あった。 β-Lactamase産 生 菌は32株 検 出 された。

その うち3株 は3種 β-lactam薬 に 感受性 であった。OFLXに 耐性 を示す 菌株の うち1株 か ら β-lac-

tamaseが 検 出 され たが,β-lactam薬 耐 性 は示 さなかった。5株 のOFLX耐 性 菌は β-lactam薬 に も

耐性 を示 した。以 上の 事実 は11腔 常 在菌叢 であ る唾 液中 に β-lactam薬 耐 性,β-lactamase産 生 性あ

るい はOFLX耐 性 の嫌気性 グラム陰性 桿菌が生息 してお り,内 因感 染症であ る歯性 感 染症 に対 して化学

療 法 を実 施す る ときは,注 意深 く抗 菌薬 を決 定 し用 いなければ な らない ことを示唆 してい る。
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歯性感染症は内因感染症であるため,病 巣に存在する細菌

は口腔常在菌叢に山来し,宿 主の抵抗性 と細菌の病原性 との

バラ ンスが崩れたときに発症する1)。これ までに,歯 性感染

症の1つ である閉鎖性膿瘍内容物か ら嫌気性 グラム陰性桿

菌のPrevotellaやBacteroidesな どの細 菌が優位に分離さ

れ2～3)起炎 菌と推定されている。 歯性 感染症 の抗菌薬療法は

通常,臨 床症状の強い炎症初期より行われる しか し,こ れ

までの研究ては歯性感染症がかなり進行 した状態,す なわち

膿瘍形成時の病巣か ら細菌を分離 している.こ のため膿瘍内

か ら分離した菌株は歯性感染症の発症 ・増悪の過程で局所の

環境 条件によ り病原酵素活性や細胞形態 に変化が生 じてい

る3,5)。したがって,投 薬を開始する時期に ターゲ ットとなる

細菌は,種 々の変化をおこす以前の健常 な口腔に常在する菌

株に近いものであると考えられるが,こ の時期の病巣か ら細

菌を分離す ることは困難であ り治療はempiric therapyと し

て行 うことになる6)。Oral streptococciやPeptostreptoco-

ccusな どのグラム陽性 レンサ球菌に対 して歯科で頻繁に使

用 される抗 菌薬6,7)は優 れた抗 菌性 を示す ことが報告されて

いる8)。 一方,口 腔常在嫌気性 グラム陰性桿菌の薬剤感受性

は,膿 瘍内容物 より分離 した菌株で調べ られている中。 しか

し,歯 性感染症発症前の健常な口腔に存在する菌株の感受性

についてはPrevotella intermediaとPorpphyromonas gingi-

valisに 限定 した報告9)や,薬 剤加培地で得 られた耐性 菌10)

で の 報告のみで,非 選択培地によるすべ ての口腔常在嫌気性

グラム陰性桿 菌では明らかに されていない。このため健常な

口腔常在菌叢中の嫌気性 グラム陰性程 菌の薬剤感受性 と β

-lactamase産 生性 を明 らかにすることは ,歯 性感染症発症

時(炎 症初期)のempiric thempyに 使 川する抗 菌薬選択の
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重要な目安になる。

本研究では,健 常な口腔常在菌叢よ り嫌気性 グラム陰性桿

菌を分離 し,歯 科で頻繁に用い られる経口抗菌薬に対する薬

剤感受性および β-lactamase産 生性を調べ た。

I.材 料 および方法

1.供 試 菌株の分 離法

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II寺唾 液1mlを 滅 菌試験 管 に採 取 し,

た だちにanaero-box(平 沢 製作所,東 京)内 に搬 人 し

た 。 この う ちの0.5mlを あ らか じめ 用 意 して い る

reduced transport fluid11)(4.5mlを 試 験管 に入れ滅 菌

した もの)を 川いて10-10ま で10倍 連 続希釈 した。 こ

の希釈 液0.1mlをCDC処 方 嫌気性 菌用 血液寒 天培 地

12)(血 液 寒 天培地)に 塗抹 し
,48時 間嫌 気培 養後,100

個 前 後の コロニ ーの 発育 が み られ る 平板か ら肉眼 的 に

形態,大 きさお よ び色 調の 差 異が み られ る コロニ ー を

選択 し釣 菌 ・分離 した。 つ いで,分 離 した 菌株 の グ ラ

ム染色性 お よび酸 素 感受 性 試験 結果 か ら,嫌 気性 グ ラ

ム陰性 桿菌の みを さ らに選択 し実験 に供試 した。

2.同 定法

血 液寒 天培 地 で48時 間 嫌 気培 養 した 菌株 を用 い,

Rap ID ANA II System (Innovative Diagnostic

Systems, U.S.A.)に て 同定 した13)。

3.β-Lactamase産 生 性 の判定法

供 試菌 をhemin,L-cystine, vitamin K1お よび5%

yeast extract (DIFCO,U.S.A.)添 加tripticase soy

broth(Becton Dickinson, U.S.A.)で 発 育 させ,こ れ

にnitrocefin(oxoid, England)を 滴 下 し,赤 変 した

もの を β-lactamase産 生 性 陽性 とした 。

4.MIC

供 試 菌に対す る抗 菌薬 のMICを 日本 化学療 法学 会標

準法 の微 量液体 希釈 法hに てGAM broth(日 水 製薬,

東 京)を 用 い て測 定 した。抗 菌薬 は β-lactam薬 の

ampicillin(ABPC,明 治 製 菓),cefaclor(CCL塩 野

義 製薬)お よびcefteram(CFTM,富 山 化学 工業)と

ニュー キ ノロ ン薬 のofloxacin(OFLX,第 一 製薬)を

使用 した.

各抗 菌薬 のMIC分 布 よ り,耐 性 限界値 を推定 し,こ

の値 を越 えて発 育す る菌株 を耐性 菌 と した。

II.結 果

1.分 離 細 菌腫

50名 で合 計221個 の コロニー を調 査 し,そ の うち嫌

気性 グラム陰性 桿菌 は41名 よ り77株 分 離 された。 こ

れ ら菌株 を同定 した ところ,Prevotellaが68.8%,

Fusobacteriumが7.8%,未 同 定株 が20.8%で あ った。

Prevotellaで はPrerotella melaninogenicaが も っ とも

多 く33.8%,つ い でP.intermediaが18.2%検 出 さ

れた(Table1)。

2.β-Lacctamase産 生 性

β-Lactamase産 生 菌は 合計32株(41.6%)検 出 さ

れた。 その うちP.melaninogenicaが19株(73.1%),

P.intermaliaが4株(28.6%),Prevotella corporis

が4株 二(57.1%)で あ っ た 。Prevotella oris,

Prevotella buccae, Fusobacterium sp.で は β-lactam-

ase産 生 菌が それぞれ1株,未 同定株 では2株 が分 離 さ

れた(Table1)。

3.MIC

1)Prevotella,Porphyromonas gingivalisお よ び

Bacteroides ureolyticus

供 試 したPrevotella 53株,P.gingivalisお よ び

B.ureolyticus各1株 に対す るCCL,CFTMお よ び

OFLXのMIC分 布 は いず れ も2峰 性 を示 した(Fig.

1)。 こ れ らMIC分 布 か ら耐性 限界 値 を推 定す る と

CCL,CFTMお よ びOFLXで は それぞ れ32,16お よ

び16μg/mlで あ り,こ の値 を超 えて発育す る菌株 を耐

性 菌と して耐性 菌株数 を求め る とそれぞ れ20,14お よ

Table 1. Distribution of anaerobic gram-negative bacteria in saliva
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び4株 であった。ABPCのMIC分 布 は3峰 性 を示 し,

耐性 限界値 は1μg/mlと 推 定 され,16μg/ml以 下が 中

等 度耐性 菌,16μg/mlを 越 える ものが高 度耐性 菌と考

え られる(Fig.1)。 耐性 菌は28株 認め られ た。

2)FUsobacterium sp.お よ び未同定株

Fusobacterium sp.6株 に 対す る各抗 菌薬 のMIC分

布 はCCLで は 広 く分布 した ものの,ABPC,CFTMお

よ びOFLXで は1～3段 階 内 に集 束 した(Fig.2)。

CCLで はMIC分 布 よ り耐性限界値 が4μg/mlと 推 定

され,2株 の耐性 菌が検 出 され たが,他 の抗 菌薬で は耐

性 菌は認め られ なか った。

未同定株16株 に対 す る各抗 菌薬 のMIC分 布 域 は広

く,い ずれ の薬剤 も2峰 性 を示 した(Fig.3)。 こ れ ら

のMIC分 布 よ り耐性 限 界値 を推 定 す る と,ABPC,

CCL,CFTMお よびOFLXで そ れぞれ64,16,32お

よ び16μg/mlで あ り,耐 性 菌数 はそれ ぞれ2,6,3

お よ び5株 で あった。

4.耐 性 型

(A) ampicillin

(C) cefteram

(B) cefaclor

(D) ofloxa7in

Fig. 1. MIC of antimicrobial agents against Prevotella (53 strains),
Porphyromonas gingivalis (1 strain) and Bacteroides ureolyticus
(1 strain) isolated from saliva and relation between MIC and
β-lactamase production.

1) P. gingivalis, 2) B. ureolyticus

(A) ampicillin

(C) cefteram

(B) cefaclor

(D) ofloxacin

Fig. 2. MIC of antimicrobial agents against Fusobacterium sp. (6

strains) isolated from saliva and relation between MIC and

β-lactama seproduction.
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(A) ampicillin

(C) cefteram(

B) cefaclor

(D) ofloxacin

Fig. 3. MIC of antimicrobial agents against unidentified strain (16

strains) isolated from saliva and relation between MIC and

β-lactamase production.

β-Lactam薬 耐 性 菌お よびOFLX耐 性 菌は合 計41

株 分 離 され た。 この うち β-lactam薬 耐 性 菌は37株 で

あ り,ABPCの み に耐性 を示す 菌株 が9株,CCLの み

に耐性 を示す 菌株が6株,ABPCとCCLに 耐 性 を示す

菌株 が5株,CCLとCFTMに 耐 性 を示す 菌株が1株

そ して3種 β-lactam薬 と もに耐性 を示す 菌株 が16

株 認め られ た(Table2)。 β-Lactam薬 耐性 菌37株 の

うち29株 は β-lactamaseを 産 生 してお り,な かで も

ABPC耐 性 菌 は30株 の う ち1株 を除 く29株 が

β-lactamase産 生 菌であ った。 しか し β-lactamase産

生 菌32株 の うち3株 は β-lactam薬 に 感受性 を示 し

た。 β-Lactamase産 生 性 ・β-lactam薬 耐 性 菌 には

P.melaninogenica, P.intermedia, P.corpolis,

P.buccae,P.orisと 未 同定 株 が含 まれ てい た。 β-

Lactamase非 産 生性 ・β-lactam薬 耐 性 菌 にはFuso.

bacterium sp.,B.ureolyticusと 未 同定株 が含 まれてい

た。

OFLX耐 性 菌は9株 であ り,P.intermedia,P. cor-

polis, P.disiens, B.ureolyticusと 未 同定株が含 まれて

いた(Table3)。 そ の うちOFLXの み に耐性 を示 す菌

株 が4株 であった。残 りの5株 は β-lactam薬 に も耐性

を示 し,そ の 内訳はCCLに も耐性 を示す 菌株が3株,

CCLとCFTMに も耐性 を示す 菌株 と3種 β-lactam薬

に も耐性 を示す 菌株がそれぞ れ1株 ず つであ った。

III.考 察

歯科 領域 にお け る種 々の抗 菌薬 の使 用 目的は,観 血

的処 置 後の 全 身お よび 局所 感 染予 防 と歯性 感 染症 の治

療 で ある15)。前 者で は膿瘍 形成 能 を有 し,抜 歯後 の血液

か ら頻繁 に分離 され る 主要口腔常 在菌のoral strepto-

cocciやPeptostreptococcusな どの グラム陽性 レンサ球

菌16)に 有 効 な抗 菌薬 の投 与が 必 要で あ る。 後者 で は発

Table 2. Classification of ƒÀ-lactams-resistant (37 strains) or sensitive (40 strains) bacteria and relation of ƒÀ-lactamase producers

ABPC: ampicillin, CCL: cefaclor, CFTM: cefterain
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Table 3. Classification idolloxacin-resistant bacteria (9 strains) and relation between ofloxacin and ƒÀ-lactarns resistance

OFLX: ofloxacin, CCl: cefaclor,CFTM: ofterain, ABPC: ampicillin

生機序17)か ら 考え る と グラ ム陽性 レ ンサ球 菌の み な ら

ず,歯 性 感 染症 病 舜毛か ら優 位 に分離 され る嫌 気性 グラ

ム陰性 桿菌2～4)にも 有効な抗 菌薬 を投 与す る必 要が あ る。

歯性 感 染症 か ら分離 され る嫌 気性 グラ ム陰性 程 菌は 口

腔常 在 菌に 山 来 し,耐 性 菌 はそれ らが な ん らか の 原因

で耐性 化 した ものであ る。

本研 究 で唾 液 よ り嫌 気性 グラム 陰性 桿 菌を 分離 同

定 した ところP.melaninogenicaが もっ と も多 く,つ

いでP.intermediaな ど の黒 色色素産生性 グラム陰性 桿

菌(black pigmented gram-magative rod, BPGNR)

が 多 数分離 された。

本研 究で は,ABPC,CCL,CFTMお よ びOFLXを

用 いて耐性 を調べ たが,こ れ ら1～4薬 剤 に対 し酎性 を

示す 菌株が 多 く存 在 した。 これ は,供 試細 菌 が常 在 菌

で あ るため さま ざ まな感染症 の治療 や 予 防の ため に投

与され た抗 菌薬 に さ ら され た結 果 と考 え られ る。 本研

究 で得 られ た β-lactamase産 生 菌はP.meraninogeni-

caで73.1%,P.intermediaで28.6%,全 供 試嫌気性

グ ラ ム 陰性 桿 菌 で は41.6%で あ っ た。 この 値 は

Jacobsら18)が 臨 床 分離P.melaninogenicaの45%,

P.intermediaの40%,Prevotella全 体 で62%が

β-lactamaseを 産 生 す る との 報 告に類 似 して い る。

β-Lactam薬 耐 性 菌 は さ ま ざ まな 菌 種 で み られ,

ABPCに 耐性 を示す 菌株 は30株 存在 したが,こ び)うち

1株 を除 く29株 が β-lactamaseを 産 生 した,,こ れ ら

の 事実 は,口 腔常在嫌気性 グラム陰性桿 菌に β-lactam-

ase産 生 因 子を持 った β-lactam薬 耐 性 菌か広 く分 布 し

て いる こ とを示唆 してい る。 さ らに 重要な こ とは,β-

lactamase産 生性 か β-lactam薬 感 受性 菌で み られ る

ことであ る.田 中 ら19)は β-lactam薬 耐性 ・β-lactam-

ase産 生P.intermediaがCEX,ABPCの 投 与に よ り

CEX,ABPCに 対 して 高度耐性 化す る こ とお よび誘導

に よ り β-lactamase活 性こが高 くなる ことを明 らかに し

て い る,今 回 分離 され た β-lactamase産 生 ・性で β-

lactam薬 感 受性 であ る菌株 は β-lactam薬 との接触 に

よ りβ-lactam薬 耐 性1術へ と移行す る 可能性 があ り,そ

の結 果,耐 性二菌数 の増 加や 高 度耐性こ化 の進 行が 考え ら

れ る。

また,歯 性 感 染症 の病 巣か らは嫌 気性 グラ ム陰性 程

菌が優 位 に分離 され てお り2～4),健 常 な口腔 常 在菌叢 に

くらべ て 嫌 気性 グラム 陰性 桿 菌の 占め る割 合 がか な り

高 くなってい る。 この よ うにBPGNRを 含 む嫌 気性 グ

ラム陰性 桿 菌は β-lactamase産 生 率 が高 く,容 易に抗

菌薬 に耐性 化 す るな ど歯性 感 染症 の 増悪 にお いて注 目

すべ き細 菌で あ る。 β-lactam薬 耐 性P.melanino-

genicaは 健 常 な口腔 か ら優位 に分離 され る細 菌10)で あ

り本研 究結 果 も類似 して い る。 一方,歯 性 感 染症 内容

物 か らは β-lactam薬 耐 性P.intermediaが 優 位 に分

離 され る2～4)_。こ の優 位 分離 菌種 の 差 異の理 由 は さだか

では ない。 β-Lactamaseの 産 生 量,活 性 あるいは構造

が 異 なる こ とや 他 の 耐性 機 構(外 膜 透 過 性 障 害 な ど)

の 存在20,21)お よ び組織 破壊 酵素 産生性 の差 異3,22)な どが

感 染症 の治療 の過 程 で投 与 され た β-lactam薬 に 対す

る反応 や細 菌の 生存性 を異に し,P.intermediaがP.

melaninogenicaよ り病 巣内 で生 き残 りやす いため では

ないか と考 え られ る。 しか し,こ の点 につ いて は 歯性

感 染症 の発 症 ・増 悪過 程 の解 明 とと もに さ らに検 討 し

明 らか に した い と考えて いる

ニュー キ ノロ ン薬 は β-lactam薬 耐 性 菌 による感染

症 な どの治療 に よ く使 用 され て いる。 これ まで ニ ュー

キ ノロ ン薬 は β-lactamaseに 対 して安 定で β-lactam

薬 と の 間での 交 叉1耐性 が み られ な い鍵 と述 べ られ てい

るが。本研究 ではOFLXと β-lactam薬 に耐性 を示す

菌株 が分 離 され た。 この 結 果は 多剤 耐性 に関 して注H

す べ き点で ある。

以 上の 事実 は口腔常在 菌津農であ る唾 液中 に β-lactam

薬 耐 性 菌や β-lactamase産 生 菌が生息 してお り,内 因

感 染症 の 歯性 感染症 の 化学 療法 を実 施す る ときは ,注

意深 く抗 菌薬 を決 定 し用 いな けれ ば な らな い こ とを示

唆 しているOFLXは β-lactamase産 生 菌に効 果を示

す と考え られ るが,耐 性 菌 も検 出 され るの で
,投 与 に

際 しては 下分注意 しなければ な らない 。
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Susceptibility of anaerobic gram-negative rods isolated from human saliva

Satoshi Kinoshita1), Takatoshi Onoe2), Toshiya Sanou, Keiko Sugihara,

Maki Omiya3), Kazuhiro Matsumoto1), Takeo NishizakiH, Nobuhito Kuribayashin,

Kenji Yamamoto1), Makoto Tabushi1), Yuichi Murata1), Hideo Ishikawa1),
Kozo Konishi2), Hirosuke Sagawe and Rikiya Shirasul)

First Department of Oral and Maxillofacial Surgery, " Department of Bacteriology, and 3) Research

Institute for Clinical Dentistry, Osaka Dental University, 8-1 Kuzuhahanazono-cho, Hirakata City,

Osaka 573-1121, Japan

In the selection of antibacterial drugs for treating odontogenic infection, we determined the

MIC of ampicillin (ABPC), cefaclor (CCL), cefteram (CFTM) and ofloxacin (OFLX) against

anaerobic gram-negative rods isolated from the human saliva, and examined these bacteria for ƒÀ-

lactamase production. From the saliva of 41 of 50 volunteers, 77 strains of anaerobic gram-nega-

tive rods were isolated. Among them, black-pigmented gram-negative rods including Prevotella

melaninogenica and Prevotella intermedia were dominant. The MIC distribution of CCL, CFTM

and OFLX against Prevotella, Porphylomonas gingivalis and Bacteroides ureolyticus were wide

range and showed two peaks. The breakpoint was decided by MIC distribution and resistant bac-

teria was determined that growth above breakpoint. The breakpoints of CCL, CFTM and OFLX

were 32, 16 and 16 ƒÊg/ml, respectively. The MIC distribution of ABPC was showed three peaks,

the breakpoint was 1ƒÊg/ml, the strains thatgrowth at or bellow 16 pg/m1 were moderate resis-

tant and above 16 ƒÊg/ml were high resistant. Fusobacterium sp. and unidentified strains were

detected on the MIC distribution, similarly. The breakpoint of CCL against Fusobacterium sp.

was 16 ƒÊg/ml and ABPC, CCL, CFTM and OFLX against unidentified strains were 64, 16, 32

and 16 tug/ml, respectivery. Total 41 resistant strains were isolated. Type of resistance in these

bacteria included one to four drug resistance. Thirty-two strains produced ƒÀ -lactamase, but the

susceptibility of 3 ƒÀ -lactamase producers to 3 ƒÀ -lactams was high. One of the 9 OFLX-resistant

strains produced ƒÀ -lactamase, but was not resistant to ƒÀ -lactams. However, 5 OFLX-resistant

strains without ƒÀ-lactamase production showed resistance to ƒÀ -lactams. These results suggest

that in the choice of antimicrobial agents for treating odontogenic infection, attention must be

paid to ƒÀ -lactam antibiotic-resistant with ƒÀ -lactamase production or OFLX-resistant anaerobic

gram-negative rods.


