
(57)【要約】

本発明は、以下の工程を含む微生物の抗生物質感受性の

決定方法を提供する。まず、その感受性を決定すべき微

生物の培養を、感受性を検定すべき抗生物質と、微生物

の成長を阻害せずに微生物透過に有効な量で存在する前

記微生物の透過剤と混合して検定培養を調製する。次に

、この検定培養を、適切な培養条件下、かつ抗生物質に

対する微生物の感受性を決定するのに十分な時間インキ

ュベートする。別の局面では、本発明は、培養中の微生

物の抗生物質感受性試験方法であって、感受性を検定す

べき抗生物質と培養を混合する工程、及び抗生物質に対

する微生物の感受性を決定するのに十分な時間培養をイ

ンキュベートする工程による抗生物質感受性試験方法に

おいて、前記培養を、微生物の成長を阻害せずに微生物

透過に有効な量で存在する前記微生物の透過剤と混合す

る工程を含むことを特徴とする方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 微 生 物 の 抗 生 物 質 感 受 性 の 決 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 ａ ） そ の 感 受 性 を 決 定 す べ き 微 生 物 の 培 養 を 、 感 受 性 を 検 定 す べ き 抗 生 物 質 と 、 微 生 物
の 成 長 を 阻 害 せ ず に 微 生 物 透 過 に 有 効 な 量 で 存 在 す る 前 記 微 生 物 の 透 過 剤 と 混 合 し て 検 定
培 養 を 調 製 す る 工 程 ； 及 び
　 ｂ ） 前 記 検 定 培 養 を 、 適 切 な 培 養 条 件 下 、 か つ 前 記 抗 生 物 質 に 対 す る 前 記 微 生 物 の 感 受
性 を 決 定 す る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 透 過 剤 が キ ャ リ ヤ ー 中 に 溶 解 又 は 分 散 し て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 透 過 剤 が 緩 衝 溶 液 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 緩 衝 溶 液 が ト リ ス ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 キ ャ リ ヤ ー が 固 体 キ ャ リ ヤ ー で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 固 体 キ ャ リ ヤ ー が 紙 円 盤 で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 キ ャ リ ヤ ー が 液 体 キ ャ リ ヤ ー で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 培 養 が 固 体 増 殖 培 地 上 で 供 給 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 培 養 が 液 体 増 殖 培 地 内 で 供 給 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 培 養 が 固 体 増 殖 培 地 上 で 供 給 さ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 キ ャ リ ヤ ー が 固 体 キ ャ リ ヤ ー で あ り 、 前 記 培 養 が 固 体 増 殖 培 地 上 で 供 給 さ れ 、 前 記
抗 生 物 質 が 固 体 支 持 体 上 で 供 給 さ れ 、 か つ 前 記 混 合 工 程 が 、 前 記 培 養 を 、 前 記 固 体 キ ャ リ
ヤ ー と 、 固 体 支 持 体 上 で 供 給 さ れ た 前 記 抗 生 物 質 と 接 触 さ せ る こ と に よ る 、 請 求 項 ２ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 培 養 中 の 微 生 物 の 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 方 法 で あ っ て 、 感 受 性 を 検 定 す べ き 抗 生 物 質 と 前
記 培 養 を 混 合 す る 工 程 、 及 び 前 記 抗 生 物 質 に 対 す る 前 記 微 生 物 の 感 受 性 を 決 定 す る の に 十
分 な 時 間 前 記 培 養 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 に よ る 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 方 法 に お い て 、 前
記 培 養 を 、 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 せ ず に 微 生 物 透 過 に 有 効 な 量 で 存 在 す る 前 記 微 生 物 の 透 過
剤 と 混 合 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 透 過 剤 が 緩 衝 溶 液 で あ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 緩 衝 溶 液 が ト リ ス ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 透 過 剤 が キ ャ リ ヤ ー 中 に 溶 解 又 は 分 散 し て い る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 キ ャ リ ヤ ー が 固 体 キ ャ リ ヤ ー で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 固 体 キ ャ リ ヤ ー が 紙 円 盤 で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 キ ャ リ ヤ ー が 液 体 キ ャ リ ヤ ー で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 関 連 出 願 に 対 す る ク ロ ス レ フ ァ レ ン ス ）
　 本 出 願 は 、 2002年 3月 13日 提 出 の 米 国 仮 出 願 番 号 60/364,232の 優 先 権 を 主 張 す る 。
　 （ 連 邦 後 援 研 究 又 は 開 発 に 関 す る 陳 述 ）
　 適 用 な し 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 発 明 の 背 景 ）
　 臨 床 医 及 び 獣 医 は 、 検 査 室 の 試 験 結 果 に 基 づ い て 感 染 の 抗 生 物 質 治 療 を 選 択 す る こ と が
多 い 。 抗 菌 物 質 又 は 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 と し て 知 ら れ る 検 査 室 の 試 験 は 、 感 染 を 引 き 起 こ
す 微 生 物 に 対 す る 抗 生 物 質 の 阻 害 活 性 を 決 定 す る 。 あ る 抗 生 物 質 に つ い て 抗 生 物 質 感 受 性
試 験 が 感 染 の 治 療 に 十 分 効 力 が あ る こ と を 示 す 場 合 、 感 染 を 引 き 起 こ す 微 生 物 は そ の 抗 生
物 質 に “ 感 受 性 で あ る ” と 報 告 さ れ る 。 試 験 が 治 療 の 成 功 に 十 分 な 抗 菌 効 力 を 欠 い て い る
こ と を 示 す 場 合 、 そ の 微 生 物 は そ の 抗 生 物 質 に 対 し て “ 耐 性 で あ る ” と 報 告 さ れ る 。 他 の
カ テ ゴ リ ー の 感 受 性 、 例 え ば “ 適 度 な 感 受 性 ” 又 は “ 中 間 の 感 受 性 ” が 報 告 さ れ る 試 験 も
あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 利 用 可 能 な 抗 菌 感 受 性 試 験 の 問 題 は 治 療 の 結 果 を 確 実 に 予 測 で き な い こ と で あ る 。
時 に は 、 そ の 微 生 物 が 検 査 室 試 験 で 抗 生 物 質 に 感 受 性 で あ る に も か か わ ら ず 、 そ の 抗 生 物
質 で は 感 染 の 治 療 に 失 敗 す る こ と も あ る 。 す な わ ち 、 現 在 の 日 常 的 な 検 査 室 試 験 は 誤 り を
導 く こ と が あ り 、 抗 生 物 質 の 治 療 可 能 性 に つ い て 楽 観 的 す ぎ る 印 象 を 与 え る 。 従 っ て 、 こ
れ ら 試 験 は 患 者 に 効 果 の な い 治 療 を 与 え う る 。 重 症 な 感 染 で は 、 こ の 現 在 の 検 査 室 試 験 の
不 十 分 さ が 致 命 的 な 結 果 を も た ら し か ね な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 に 基 づ い て 開 始 さ れ る 抗 生 物 質 治 療 の 失 敗 に は 多 く の 理 由 が あ る 。
そ の い く つ か は 患 者 関 連 要 因 を 含 む 。 い く つ は 病 原 関 連 要 因 を 含 む 。 し か し 、 １ つ の 説 明
は 、 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 自 体 の 欠 陥 か ら 生 じ る 誤 り で あ る 。 当 該 欠 陥 は 、 現 在 の 日 常 的 な
抗 生 物 質 感 受 性 試 験 が 、 い く つ か の 微 生 物 の 抗 生 物 質 不 活 性 化 の 可 能 性 を 検 出 し な い こ と
で あ る 。 い く つ か の 微 生 物 は 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る 酵 素 を 産 生 す る 。 こ の タ イ プ の 最 も
よ く 知 ら れ て い る 酵 素 は β -ラ ク タ マ ー ゼ で あ り 、 特 定 の 細 菌 が 産 生 し て β -ラ ク タ ム 抗 生
物 質 を 不 活 性 化 す る 。 こ の よ う な 酵 素 は 、 日 常 的 な 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 で 確 実 に は 検 出 さ
れ ず 、 患 者 の 感 染 部 位 で 抗 生 物 質 を 十 分 に 不 活 性 化 し て 治 療 を 失 敗 さ せ う る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド 媒 介 AmpCβ -ラ ク タ マ ー ゼ は 、 最 初 1980年 代 に 報 告 さ れ た 。 Bauernfeind, A.
, Y. Chong及 び S. Schweighart 1989。 セ フ ァ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 含 む ク レ ブ シ エ ラ -
ニ ュ ー モ ニ エ (Klebsiella pneumoniae)内 の 拡 張 さ れ た 広 い ス ペ ク ト ル β -ラ ク タ マ ー ゼ ．
Infection. 17:316-321。 そ れ ら は 、 プ ラ ス ミ ド 上 へ の 誘 導 性 AmpCβ -ラ ク タ マ ー ゼ 用 染 色
体 遺 伝 子 の 伝 達 の 結 果 と し て 生 じ た 。 こ れ ら 酵 素 は 、 大 腸 菌 、 K. ニ ュ ー モ ニ エ 、 K. oxyt
oca、 サ ル モ ネ ラ  spp.、 Citrobacter freundii、 Enterbacter aerogenes、 及 び Proteus m
irabilisの 分 離 培 養 (isolates)内 で 報 告 さ れ て い る 。 こ の 遺 伝 子 は 典 型 的 に は 耐 性 遺 伝 子
を コ ー ド す る 他 の 抗 生 物 質 を 含 有 す る 大 き い プ ラ ス ミ ド 上 で コ ー ド さ れ 、 ほ と ん ど 治 療 選
択 の 自 由 を 残 さ な い 。 プ ラ ス ミ ド 媒 介 AmpCβ -ラ ク タ マ ー ゼ が 発 見 さ れ て か ら 10年 以 上 経
つ が 、 多 く の 臨 床 検 査 室 や 医 師 は そ の 臨 床 的 な 重 要 さ に 気 づ か な い ま ま で あ る 。 結 果 と し
て 、 プ ラ ス ミ ド 媒 介 AmpCβ -ラ ク タ マ ー ゼ が 検 出 さ れ な い こ と が 多 い 。 検 出 せ ず に は 感 染
患 者 の 正 し い 治 療 は 与 え ら れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 現 在 、 プ ラ ス ミ ド 媒 介 AmpCβ -ラ ク タ マ ー ゼ の 検 出 の NCCLS推 薦 は な い 。 三 次 元 試 験 を 用
い て こ れ ら 酵 素 を 検 出 し て い る 。 し か し 、 こ の 試 験 は 技 術 的 に 要 求 さ れ て お り 、 こ れ は そ
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の 広 範 な 採 用 を 除 外 し て い る 。 現 在 、 多 重 PCRも プ ラ ス ミ ド 媒 介 AmpCβ -ラ ク タ マ ー ゼ の 検
出 の 調 査 手 段 と し て 利 用 可 能 で あ る が 、 臨 床 検 査 室 の 日 常 的 な 試 験 と し て は ま だ 利 用 で き
な い 。 Perez-Perez FJ, Hanson ND 2002. 多 重 PCRを 用 い た 臨 床 的 分 離 培 養 に お け る プ ラ
ス ミ ド 媒 介 AmpCβ -ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子 の 検 出 . J Clin Microbiol. 40(6):2153-62。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 現 在 使 用 さ れ て い る 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 は 、 抗 生 物 質 の 抗 菌 活 性 を 測 定 す る だ け で 、 抗
生 物 質 を 不 活 性 化 さ せ る 微 生 物 の 能 力 は 測 定 し な い の で 、 こ の 治 療 結 果 の 非 常 に 重 要 な 決
定 因 子 を 考 慮 し 損 な っ て い る 。 試 験 に お け る こ の 欠 陥 が 臨 床 医 を 感 染 患 者 の 最 適 な 抗 生 物
質 の 選 択 で 不 利 に さ せ て い る 。
　 要 約 す る と 、 抗 生 物 質 の 抗 菌 活 性 に 加 え 、 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る 微 生 物 の 能 力 の 両 方
に つ い て の 情 報 を 臨 床 医 に 提 供 す る 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 が 要 望 さ れ て い る 。 こ の よ う な 試
験 は 、 感 染 患 者 の 抗 生 物 質 治 療 を 選 択 す る と き 、 臨 床 医 に よ る 治 療 的 意 思 決 定 の 質 を 向 上
さ せ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 抗 生 物 質 感 受 性 は 、 円 盤 拡 散 又 は 抗 生 物 質 希 釈 法 、 或 い は こ れ ら ２ つ の 方 法 か ら 誘 導 さ
れ る 方 法 に よ っ て 日 常 的 に 決 定 さ れ る 。 円 盤 拡 散 法 で は [例 え ば 、 Bauer,A.W.ら , America
n Journal of Clinical Pathology. 45:493-496(1966)； Bell, S. M., Pathology. 7:Sup
pl 1-48(1975)； Stokes, E. J.ら , Association of Clinical Pathologists Broadsheet,
 No. 55(改 訂 )(1972)参 照 ]、 標 準 的 な 量 の 原 因 微 生 物 を 適 切 な 培 養 基 （ 以 後 寒 天 と 称 す る
） の 表 面 上 に 均 一 に 広 げ る 。 そ し て 、 指 定 量 の 選 択 し た 抗 生 物 質 を 含 浸 さ せ た 数 枚 の ろ 紙
円 盤 を 寒 天 表 面 上 に 置 く 。 寒 天 を 適 切 な 時 間 適 切 な 温 度 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 間 、 抗 生 物 質 は 円 盤 か ら 寒 天 中 に 拡 散 し 、 抗 生 物 質 が 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 す
る 領 域 内 を 除 い て 微 生 物 が 寒 天 の 表 面 上 で 成 長 す る 。 成 長 の 阻 害 は 、 抗 生 物 質 円 盤 周 囲 の
寒 天 上 の 成 長 し な い ク リ ア ゾ ー ン （ 阻 害 ゾ ー ン ） と し て 検 出 さ れ る 。 阻 害 ゾ ー ン の 大 き さ
を 測 定 か つ 確 立 し た 解 釈 上 の 基 準 と 比 較 し て 抗 生 物 質 に 対 す る 微 生 物 の 感 受 性 又 は 耐 性 を
決 定 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 希 釈 法 は 、 固 体 寒 天 上 又 は 液 体 ブ ロ ス 内 の 抗 生 物 質 感 受 性 を 試 験 す る 。 [National Comm
ittee for Clinical Laboratory Standards 1997. 好 気 的 に 成 長 す る 細 菌 の 希 釈 抗 菌 感 受
性 試 験 の 方 法 . 承 認 規 格 M7-A4. National Committee for Clinical Laboratory Standard
s, Villanova, PA.]希 釈 法 で は 、 一 定 量 の 微 生 物 接 種 材 料 を 種 々 の 濃 度 の 抗 生 物 質 を 含 有
す る 一 連 の ブ ロ ス の 管 又 は ウ ェ ル 中 に （ 又 は １ 種 以 上 の 寒 天 プ レ ー ト 上 に ） 導 入 す る 。 適
切 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ブ ロ ス （ 又 は 寒 天 ） 試 料 を 調 べ 、 微 生 物 の 成 長 を 検 出 で
き る 程 度 に 妨 げ る 抗 生 物 質 の 最 低 濃 度 を 記 録 す る 。 こ の 濃 度 が 該 抗 生 物 質 の 最 小 阻 害 濃 度
（ MIC） で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 円 盤 拡 散 法 も 希 釈 法 も 一 般 に 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る 微 生 物 の 能 力 に つ い て の 情 報 を 与
え な い と い う 点 で 不 十 分 で あ る 。
　 細 菌 の 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 を 検 出 す る 種 々 の 技 術 が 科 学 文 献 に 報 告 さ れ て い る 。 い く
つ か の 技 術 は 、 特 異 的 な 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 （ 例 え ば 、 β -ラ ク タ マ ー ゼ ） の 活 性 を 検
出 す る た め に 使 用 さ れ て い る が 、 他 の 技 術 は 特 異 的 で な く 、 ２ 分 類 以 上 の 抗 生 物 質 を 不 活
性 化 す る 酵 素 を 検 出 す る 。 以 下 は 、 細 菌 の 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 を 検 出 す る た め に 使 用 さ
れ る 典 型 的 な 試 験 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 検 出 用 の 特 定 試 験 は 、 Chauchereau,
 A.ら , Analytical Biochemistry. 188:310-316(1990)で レ ビ ュ ー さ れ て い る 。 こ れ ら は
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の 酵 素 的 不 活 性 化 を 検 出 す る た め の 複 雑 な 試 験 で あ り 、 特 定 波 長 に
お け る 光 の 吸 収 を 測 定 す る か 、 又 は 放 射 能 を 測 定 で き る 特 別 な 計 器 を 必 要 と す る 。 こ の よ
う な 試 験 は 、 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 で は な く 、 そ の 複 雑 さ の た め 日 常 的 な 臨 床 微 生 物 検 査 室
に は 適 さ な い 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (Staphylococcus aureus)に よ る β -ラ ク タ マ ー ゼ の 産 生 は 、 ペ ニ シ リ ン
抗 生 物 質 円 盤 周 囲 の 阻 害 ゾ ー ン の 独 特 な 盛 り 上 が り 縁 の 生 成 に よ っ て 推 測 さ れ る 。 Gill, 
V. J.ら , Clin. Microbiol. 14:437-40(1981)。 多 タ イ プ の 細 菌 に よ る β -ラ ク タ マ ー ゼ 産
生 も ニ ト ロ セ フ ィ ン (nitrocefin)の よ う な 指 標 物 質 で 細 菌 を 化 学 的 に 試 験 す る こ と で 検 出
す る こ と が で き る 。 Oberhofer, T. R.ら , J. Clin. Microbiol. 15:196-9(1982)； O'Call
aghan, C. H.ら , A.A.C. 1:283-288(1972)。 こ れ ら 試 験 は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 表 皮 ブ ド ウ
球 菌 (Staphylococcus epidermidis)、 モ ラ ク セ ラ カ タ ラ ー リ ス (Moraxella cartarrhalis)
、 ナ イ セ リ ア (Neisseria)及 び ヘ モ フ ィ リ ス (Haemophilus)種 の 特 定 タ イ プ の ペ ニ シ リ ン 抗
生 物 質 に 対 す る 唯 一 の 信 頼 で き る 指 標 で あ る 。 そ れ ら は 、 他 の い ず れ の 細 菌 の こ れ ら ペ ニ
シ リ ン に 抵 抗 す る 可 能 性 も 予 測 せ ず 、 か つ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 、 セ フ ァ マ イ シ ン 、 モ ノ バ ク
タ ム 、 モ ノ カ ル バ ム (monocarbams)、 ペ ネ ム (penems)又 は カ ル バ ペ ネ ム (carbapenems)の よ
う な 他 分 類 の β -ラ ク タ ム 抗 生 物 質 の い ず れ か に 耐 性 の い ず れ の 細 菌 の 可 能 性 も 予 測 し な
い 。 要 す る に 、 こ れ ら は 、 限 定 し た 範 囲 の 有 用 な 試 験 で あ る 。 β -ラ ク タ ム 抗 生 物 質 の 試
験 で は 、 す べ て の β -ラ ク タ マ ー ゼ の す べ て の β -ラ ク タ ム 抗 生 物 質 に 対 す る 活 性 を 検 出 す
る た め に は さ ら に 包 括 的 な 試 験 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 円 盤 拡 散 試 験 は 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 手 順 に よ っ て 変 更 し て 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 由 来
の β -ラ ク タ マ ー ゼ の β -ラ ク タ ム 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る 能 力 を 決 定 す る こ と が で き る 。
Lacey, R. W.及 び A. Stokes, J Clin Pathol. 30:35-9(1977)。 こ の 手 順 で は 、 該 試 験 の
解 釈 上 の 基 準 を 較 正 し た 場 合 よ り 小 さ い 阻 害 ゾ ー ン と な る 。 そ の 結 果 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 手 順 は 抗 生 物 質 の 感 受 性 又 は 耐 性 の 決 定 に 必 要 な 解 釈 上 の 表 を 無 効 に す る 。 こ れ は
、 有 効 な 解 釈 上 の 基 準 を 欠 く こ の 手 順 に 基 づ く 基 本 療 法 に 反 す る の で 重 大 な 欠 陥 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ク ロ ー バ ー の 葉 試 験 [Andremont, A.ら , Proceedings Reunion Interdisciplinaire de 
Chimiotherapie Antiinfectieus. Societe francaise de Microbiologica, Paris:50(198
2)； Kjellander, J.ら , Acta Pathologica Microbiologica Scandinavica. 61:494(1964)
]は β -ラ ク タ マ ー ゼ の 検 出 に 用 い る 特 有 の 方 法 で あ り 、 ２ つ の 他 タ イ プ の 抗 生 物 質 不 活 性
化 酵 素 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と エ リ ス ロ マ イ シ ン エ ス テ ラ
ー ゼ を 検 出 す る こ と も 主 張 さ れ て い る 。 こ の 試 験 は 、 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 で は な く 、 追 加
手 順 と し て 設 定 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 不 便 で あ り 、 そ れ ゆ え 不 利 で あ る 。 さ ら に 、
こ の 手 順 で 得 ら れ る 結 果 の 妥 当 性 に つ い て 疑 い が あ る 。 Jorgensen, P. E., Chemotherapy
. 31:95-101(1985)； Reig, M.ら , European journal of Clinical Microbiology. 3:561-
562(1984)。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 セ フ ォ キ シ チ ン 誘 導 試 験 [Sanders, C. C.及 び W. E. Sanders, Jr., A.A.C. 15:792-797
(1979)]は 、 特 定 タ イ プ の 細 菌 性 β -ラ ク タ マ ー ゼ 、 ブ ッ シ ュ (Bush)群 １ の 誘 導 性 AmpCβ -
ラ ク タ マ ー ゼ を 検 出 す る た め の 特 有 の 手 順 で あ る 。 Bush, K.ら , A.A.C. 39:1211-1233(19
95)。 こ の 試 験 は 全 タ イ プ の β -ラ ク タ マ ー ゼ を 検 出 せ ず 、 か つ ク ロ ー バ ー の 葉 試 験 と 同 様
に 補 助 的 な 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 に 使 用 で き る 特 別 な 手 順 で あ る 。 そ れ 自 体 、 抗 生 物 質 感 受
性 試 験 で な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 二 重 円 盤 相 乗 試 験 （ 及 び そ の 誘 導 試 験 ） は 、 セ フ ォ タ キ シ ム 、 セ フ ト リ ア キ ソ ン 、 セ フ
ロ キ シ ム 、 セ フ タ ジ ジ ム 、 セ フ ェ パ イ ム (cefepime)又 は ア ズ ト レ オ ナ ム (aztreonam)を 含
有 す る 円 盤 か ら 20～ 30mmに ア モ キ シ シ リ ン ／ ク ラ ブ ラ ネ ー ト (clavulanate)又 は チ カ ル シ
リ ン ／ ク ラ ブ ラ ネ ー ト 円 盤 を 寒 天 プ レ ー ト 上 に 戦 略 的 に 置 く こ と を 含 む 。 従 っ て 、 腸 内 細
菌 科 の 株 が 拡 張 ス ペ ク ト ル β -ラ ク タ マ ー ゼ と し て 知 ら れ る 特 定 タ イ プ の β -ラ ク タ マ ー ゼ
を 産 生 す る か を 決 定 で き る 。 Brun-Buisson, C.ら , Lancet. ii:302-306(1987)。 こ の 試 験
は 、 β -ラ ク タ マ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ク ラ ブ ラ ネ ー ト の 拡 張 ス ペ ク ト ル β -ラ ク タ マ ー ゼ を
阻 害 し 、 か つ そ れ が 試 験 で セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 又 は ア ズ ト レ オ ナ ム 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る
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の を 妨 げ る 能 力 に 基 づ く 。 こ れ は 日 常 的 な 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 で は な い 特 別 な 手 順 で あ り
、 特 定 タ イ プ の β -ラ ク タ マ ー ゼ の み を 検 出 す る 。 従 っ て 、 不 便 か つ 範 囲 が 限 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 種 々 の 円 盤 及 び 希 釈 試 験 は 、 二 重 円 盤 試 験 の 原 理 か ら 誘 導 さ れ た 。 Brown, D. F.ら , J.
 Antimicrob. Chemother. 46:327-8(2000)； Cormican, M. G.ら , JCM. 34:1880-1884(199
6)； Ho, P. L.ら , JAC. 42:49-94(1998)； Moland, E. S.ら , JCM. 36:2575-9(1998)； San
ders, C. C.ら , JCM. 34:2997-3001(1996)； Schooneveldt, J. M.ら , Pathilogy. 30:164
-8(1998)； Thomson, K. S.ら , Antimicrob. Agents Chemother. 43:1393-400(1999)。 す
な わ ち 、 そ れ ら は β -ラ ク タ マ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 拡 張 ス ペ ク ト ル β -ラ ク タ マ ー ゼ を 阻 害
す る 能 力 を 利 用 し て 、 こ の タ イ プ の β -ラ ク タ マ ー ゼ を 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ３ 次 元 試 験 [Thomson, K. S.ら , J. Antimicrob. Chemother. 13:45-54(1984)； Thomson
, K. S.及 び C. C. Sanders, A.A.C. 36:1877-1882(1992)； 米 国 特 許 第 5,466,583号 ]は 、
改 良 型 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 の 要 求 を 部 分 的 に 満 た す 。
　 ３ 次 元 試 験 の 直 接 型 の 実 施 で は 、 円 盤 拡 散 試 験 の 実 施 で 通 常 の 様 式 で 寒 天 プ レ ー ト の 表
面 上 に 標 準 的 な 量 の 原 因 微 生 物 を 均 一 に 広 げ る 。 し か し 、 抗 生 物 質 円 盤 を 寒 天 の 表 面 上 に
置 く 前 に 、 ３ 次 元 接 種 を 行 う 。 こ れ は 、 無 菌 メ ス を 用 い て 、 抗 生 物 質 円 盤 を 置 く 予 定 の 一
面 に 寒 天 中 に ３ mmの ス リ ッ ト を 刻 む こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 試 験 微 生 物 の 濃 密 な 液 体 接 種
材 料 を ス リ ッ ト 中 に 分 配 し 、 抗 生 物 質 円 盤 を ス リ ッ ト か ら ３ mmの 寒 天 上 に 置 き 、 試 料 を イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 阻 害 ゾ ー ン を 標 準 的 な 手 順 で 測 定 し て 円 盤 拡 散 試 験 の 解 釈 上 の
基 準 に 従 っ て 試 験 抗 生 物 質 に 対 す る 該 微 生 物 の 感 受 性 又 は 耐 性 を 決 定 す る 。 し か し 、 こ れ
に 加 え 、 ３ 次 元 接 種 材 料 の 阻 害 ゾ ー ン の 縁 と の 交 差 を 調 べ る こ と で 抗 生 物 質 の 酵 素 的 不 活
性 化 を 検 出 す る こ と が で き る 。 抗 生 物 質 不 活 性 化 の 結 果 、 通 常 円 形 の 阻 害 ゾ ー ン が 歪 み 或
い は 不 連 続 に な る 。 （ 以 後 、 こ れ ら 歪 み 又 は 不 連 続 性 を “ ３ 次 元 効 果 ” と 称 す る 。 ）
【 ０ ０ １ ９ 】
　 従 っ て 、 ３ 次 元 試 験 は 微 生 物 の 抗 生 物 質 に 対 す る 感 受 性 又 は 耐 性 の み な ら ず 、 微 生 物 の
抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る 能 力 を も 検 査 室 が 臨 床 医 に 報 告 す る こ と を 可 能 に す る 。 仮 想 の 例
と し て 、 従 来 の 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 は 微 生 物 が ２ つ の 抗 生 物 質 、 セ フ ァ ク ロ ル と セ フ ォ キ
シ チ ン に 感 受 性 で あ る こ と を 示 し う る が 、 ３ 次 元 試 験 は 、 微 生 物 が セ フ ァ ク ロ ル は 不 活 性
化 で き る が セ フ ォ キ シ チ ン は 活 性 化 で き な い 酵 素 を 産 生 す る こ と を 示 す た め の さ ら な る 情
報 を 提 供 し う る 。 従 っ て 、 従 来 の 試 験 は 両 抗 生 物 質 が 同 等 に 効 き 目 が あ る よ う だ と 示 す が
、 ３ 次 元 試 験 に よ っ て 提 供 さ れ る さ ら な る 情 報 か ら は 、 患 者 内 で は セ フ ォ キ シ チ ン だ け が
不 活 性 化 さ れ な い の で 、 セ フ ァ ク ロ ル よ り も 有 効 な 治 療 を 構 成 す る と 思 わ れ る 。 こ の 例 で
は 、 ３ 次 元 試 験 で 提 供 さ れ る 情 報 は 、 臨 床 医 が 治 療 の よ り 良 い 選 択 を す る の を 助 け る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ３ 次 元 試 験 の 直 接 形 態 に 加 え 、 阻 害 ゾ ー ン が 小 さ い か 又 は 存 在 し な い 場 合 、 或 い は 調 査
又 は 診 断 法 と し て 微 生 物 を 試 験 す る た め に は 間 接 形 態 を 使 用 す る 。 間 接 試 験 は 、 大 腸 菌 AT
CC 25922の よ う な 完 全 に 感 受 性 の 検 定 株 を 寒 天 の 表 面 に 接 種 す る こ と で 行 う 。 こ の 後 、 ３
次 元 ス リ ッ ト を 寒 天 中 に 刻 み 、 試 験 微 生 物 の 懸 濁 液 を 接 種 す る 。 間 接 試 験 は 抗 生 物 質 感 受
性 の 同 時 測 定 を 除 外 す る が 、 そ れ は 試 験 の 直 接 形 態 で 試 験 を 行 う 場 合 、 ３ 次 元 結 果 を 生 成
す る に は 阻 害 ゾ ー ン が 小 さ す ぎ る 微 生 物 の 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 の 調 査 を 可 能 に す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ３ 次 元 試 験 に は い く つ か の 問 題 が あ る 。 こ の 問 題 と し て は 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
　 ａ ． ３ 次 元 試 験 の た め に 寒 天 中 に ス リ ッ ト を 作 る 手 順 は 不 便 で あ り 、 か つ 正 確 に 行 う こ
と は 技 術 的 に 難 し い 。
　 ｂ ． 病 原 菌 で 汚 染 さ れ た メ ス 刃 は 感 染 要 因 な の で 、 ス リ ッ ト を 作 る こ と は 検 査 室 職 員 を
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危 険 に さ ら す 可 能 性 が あ る 。
　 ｃ ． ま た 、 液 体 ３ 次 元 接 種 材 料 を ス リ ッ ト に 入 れ す ぎ て 試 験 を 無 効 に す る こ と な く 、 正
確 に ス リ ッ ト 内 に 供 給 す る こ と は 技 術 的 に 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 微 生 物 の 膜 を 破 壊 又 は 透 過 し 、 そ れ に よ っ て そ の 透 過 性 を 高 め か つ 細 胞 の 中 身 を 損 失 さ
せ る た め の 種 々 の 化 学 薬 品 が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら と し て は 、 特 定 の 抗 生 物 質 、 洗 浄 剤
、 キ レ ー ト 剤 、 ポ リ カ チ オ ン 、 疎 水 性 染 料 、 及 び 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。 Nikaido, H.及 び M. 
Vaara, Microbiol Rev. 49:1-32(1985)； Piers, K. L.ら , Antimicrob. Agents Chemothe
r. 38:2311-2316(1994)。 こ れ ら 化 学 薬 品 は 、 普 通 の 用 途 で は 静 菌 性 及 び ／ 又 は 殺 菌 性 で
あ る こ と が 多 い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ 発 明 の 簡 単 な 概 要 ）
　 一 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 微 生 物 の 抗 生 物 質 感 受 性 の 決 定 方 法 を 提 供 す
る 。 ま ず 、 そ の 感 受 性 を 決 定 す べ き 微 生 物 の 培 養 を 、 感 受 性 を 検 定 す べ き 抗 生 物 質 と 、 微
生 物 の 成 長 を 阻 害 せ ず に 微 生 物 透 過 に 有 効 な 量 で 存 在 す る 該 微 生 物 用 の 透 過 剤 と を 混 合 し
て 検 定 培 養 を 調 製 す る 。 次 に 、 こ の 検 定 培 養 を 適 切 な 培 養 条 件 下 、 か つ 前 記 抗 生 物 質 に 対
す る 前 記 微 生 物 の 感 受 性 を 決 定 す る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 透 過 剤 は キ ャ リ ヤ ー に 溶 解 又 は 分 散 し て い る 。 キ ャ リ ヤ ー は 固 体 キ ャ リ ヤ
ー で よ い 。 好 ま し い 固 体 キ ャ リ ヤ ー は 紙 円 盤 で あ る 。 代 わ り に 、 キ ャ リ ヤ ー は 液 体 キ ャ リ
ヤ ー で よ い 。
　 一 実 施 形 態 で は 、 透 過 剤 は 緩 衝 溶 液 で あ る 。 好 ま し い 緩 衝 溶 液 は ト リ ス /EDTAで あ る 。
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 培 養 は 固 体 増 殖 培 地 上 で 供 給 さ れ る 。 代 わ り に 、 培 養 は 液 体 増 殖 培
地 内 で 供 給 さ れ る 。
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 キ ャ リ ヤ ー が 固 体 キ ャ リ ヤ ー で あ り 、 培 養 が 固 体 増 殖 培 地 上 で
供 給 さ れ 、 抗 生 物 質 が 固 体 支 持 体 上 で 供 給 さ れ 、 か つ 混 合 工 程 が 、 培 養 を 固 体 キ ャ リ ヤ ー
と 、 固 体 支 持 体 上 で 供 給 さ れ た 抗 生 物 質 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 培 養 中 の 微 生 物 の 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 方 法 で あ っ て 、 感 受 性
を 検 定 す べ き 抗 生 物 質 と 前 記 培 養 を 混 合 す る 工 程 、 及 び 前 記 抗 生 物 質 に 対 す る 前 記 微 生 物
の 感 受 性 を 決 定 す る の に 十 分 な 時 間 前 記 培 養 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 に よ る 抗 生 物 質 感
受 性 試 験 方 法 に お い て 、 前 記 培 養 を 、 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 せ ず に 微 生 物 透 過 に 有 効 な 量 で
存 在 す る 前 記 微 生 物 の 透 過 剤 と 混 合 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 好 ま し く は 、 透 過 剤 は 緩 衝 溶 液 で あ る 。 好 ま し い 緩 衝 溶 液 は ト リ ス /EDTAで あ る 。
　 一 実 施 形 態 で は 、 透 過 剤 は キ ャ リ ヤ ー 中 に 溶 解 又 は 分 散 し て い る 。 キ ャ リ ヤ ー は 固 体 キ
ャ リ ヤ ー で よ い 。 好 ま し い 固 体 キ ャ リ ヤ ー は 紙 円 盤 で あ る 。 代 わ り に 、 キ ャ リ ヤ ー は 液 体
キ ャ リ ヤ ー で よ い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 １ は 、 セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 周 囲 の 歪 み ゾ ー ン の ク ロ ー ズ ア ッ プ を 示 す 。
　 図 ２ は 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 を 示 す 。 こ こ で 、 本 発 明 の 方 法 の 間 接 形 態 が 示 さ れ 、 ５ 種
の 試 験 微 生 物 と 負 対 照 の 生 物 を 試 験 す る 。 こ の 検 定 法 で は 、 完 全 に 感 受 性 の 株 大 腸 菌 ATTC
 25922を 芝 生 培 養 と し て 用 い 、 試 験 微 生 物 と 対 照 微 生 物 に よ っ て 産 生 さ れ る 不 活 性 化 因 子
に つ い て 検 定 し た 。 ３ 種 の 商 業 的 に 製 造 さ れ た セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 （ 標 識 化 FOX 30） を 試
薬 試 験 円 盤 で 一 括 し て 扱 う 。 試 験 又 は 対 照 生 物 を 各 試 薬 円 盤 に 塗 布 後 、 セ フ ォ キ シ チ ン 円
盤 の 近 位 に 置 い た 。 阻 害 ゾ ー ン 縁 の 強 い へ こ み は 、 円 盤 内 で 透 過 剤 に 遭 遇 し て 起 こ る 試 験
微 生 物 か ら 放 出 さ れ た 不 活 性 化 因 子 に よ る セ フ ォ キ シ チ ン の 不 活 性 化 を 示 し て い る 。 負 対
照 は 歪 み が な い （ 上 部 セ ッ ト の ３ 円 盤 の 最 下 部 円 盤 は 12時 の 方 向 を 向 い て い る ） 。 弱 い 正
試 験 は ９ 時 に 最 も 近 い 円 盤 で 起 こ っ た （ 阻 害 ゾ ー ン 縁 の わ ず か な 扁 平 化 又 は 鈍 化 と し て 示
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さ れ る ） 。 こ の 結 果 は 、 以 前 に セ フ ォ キ シ チ ン 不 活 性 化 β -ラ ク タ マ ー ゼ の 低 レ ベ ル 産 生
株 で あ る と 決 定 さ れ た ク レ ブ シ エ ラ ニ ュ ー モ ニ エ (Klebsiella pneumoniae)の 株 で 得 ら れ
た 。 （ こ の 株 は 、 こ の 特 定 の 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 用 試 料 の 検 出 感 受 性 の 許 容 限 界 と 関 連
す る 品 質 管 理 株 と し て 有 力 な 候 補 で あ る 。 ）
　 図 ３ は 、 ク レ ブ シ エ ラ の ペ ニ シ リ ン 耐 性 株 に よ る セ フ ォ キ シ チ ン の 酵 素 的 不 活 性 化 を 実
証 す る ３ 次 元 試 験 を 示 す 。
　 図 ４ は 、 図 ２ に つ い て 上 述 し た と お り の 本 発 明 の 実 施 形 態 を 示 す が 、 １ つ の セ フ ォ キ シ
チ ン 円 盤 だ け を 示 す 。 図 ４ の “ ポ ジ テ ィ ブ ” と 記 さ れ る 部 分 は 、 本 発 明 の 透 過 剤 の 歪 ん だ
阻 害 ゾ ー ン を 示 す 。 図 ４ の “ ネ ガ テ ィ ブ ” と 記 さ れ る 部 分 は 、 透 過 剤 を 持 た な い 対 照 試 薬
円 盤 が 抗 生 物 質 円 盤 の 近 位 に 置 か れ る 場 合 に 歪 み が な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 （ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 は 、 透 過 剤 の 存 在 下 で 微 生 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 微 生 物 の 細 胞
壁 及 び ／ 又 は 細 胞 膜 の 透 過 性 を 高 め る こ と に 基 づ く 微 生 物 の 抗 生 物 質 感 受 性 を 決 定 す る 新
規 な 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 透 過 剤 は 、 好 ま し く は 該 微 生 物 を 殺 し も せ ず 、 そ の 複 製 能 力 を
有 意 に は 阻 害 し な い が 、 そ れ に も か か わ ら ず 該 微 生 物 を 透 過 す る 。 理 論 に 束 縛 さ れ た く な
い が 、 適 切 な 濃 度 の 透 過 剤 の 存 在 は 、 該 微 生 物 か ら の 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 （ 例 え ば 、 酵
素 ） の 遊 離 又 は 放 出 を 高 め る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 抗 生 物 質 不 活 性 化 因
子 の 遊 離 又 は 放 出 は 、 微 生 物 が そ の 放 出 さ れ た 因 子 で 不 活 性 化 さ れ る 抗 菌 剤 の 存 在 下 で 成
長 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 の よ う な 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 存 在
を 決 定 す る 新 規 な 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 ま ず 、 抗 生 物 質 不 活
性 化 因 子 を 産 生 し 又 は 遊 離 さ せ る と 推 測 さ れ る 微 生 物 の 培 養 を 、 該 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子
が 不 活 性 化 で き る 抗 生 物 質 と 、 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 せ ず に 微 生 物 透 過 に 有 効 な 量 で 存 在 す
る 該 微 生 物 の 透 過 剤 と 混 合 し て 検 定 培 養 を 調 製 す る 。 次 に 、 こ の 検 定 培 養 を 適 切 な 培 養 条
件 下 、 か つ 該 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 で き る 微 生 物 に よ っ て 産 生 さ れ 又 は 遊 離 さ せ ら れ た 抗 生
物 質 不 活 性 化 因 子 の 存 在 を 決 定 す る た め に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 透 過 剤 を 使 用 し 、 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 遊 離 又 は 放 出 を 促 す こ と に よ っ て 、 そ う で な
け れ ば 誤 っ て 試 験 抗 生 物 質 に 対 し て 感 受 性 で あ る と 記 録 し た で あ ろ う 抗 生 物 質 耐 性 微 生 物
を 検 出 で き る こ と が 分 か っ た 。 驚 く べ き こ と に 、 該 微 生 物 は 、 微 生 物 に と っ て 普 通 は 致 死
的 で あ る か 、 或 い は 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 す る 透 過 剤 の 存 在 下 で 成 長 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 一 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 せ ず に 微 生 物 透 過 に 有 効 な 量 の 透 過 剤 の 使
用 を 含 む 。 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で さ ら に 詳 述 す る よ う に 、 透 過 剤 の 成 長 を 阻 害 し な い 量 を
決 定 す る こ と は 、 そ の 有 意 に 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て の 該 透 過 剤 の 滴 定 を 含
む 日 常 的 実 験 事 項 で あ る 。 同 様 に 、 透 過 剤 の 微 生 物 透 過 に 有 効 な 量 の 決 定 は 、 試 験 微 生 物
の 既 知 の 抗 生 物 質 耐 性 株 か ら の 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 遊 離 に よ っ て の よ う な 、 微 生 物 を
透 過 す る そ の 能 力 に つ い て の 該 透 過 剤 の 滴 定 を 含 む 日 常 的 実 験 事 項 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 述 べ る 量 の 透 過 剤 を 、 抗 生 物 質 に 対 す る そ の 感 受 性 を 決 定 す べ き 微 生 物 の 培
養 と 混 合 す る 。 代 わ り に 、 混 合 を 行 っ て １ 種 以 上 の 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 生 成 又 は 遊 離
さ せ る 該 微 生 物 の 能 力 を 決 定 す る 。 培 養 は 、 技 術 的 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 該 微 生 物 の 接
種 材 料 （ 臨 床 試 料 由 来 の よ う な ） を 適 切 な 増 殖 培 地 中 に 導 入 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。
増 殖 培 地 は 、 Luria又 は Meuller-Hintonブ ロ ス の よ う な 液 体 増 殖 培 地 で よ く 、 或 い は 必 要
な 栄 養 物 で 補 充 し た 寒 天 プ レ ー ト 、 例 え ば Muller-Hinton寒 天 プ レ ー ト の よ う な 固 体 増 殖
培 地 で よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 培 養 を 調 製 し た ら 、 検 定 す べ き １ 種 以 上 の 抗 生 物 質 （ 抗 菌 剤 ） と 微 生 物 を 混 合 す る 。 抗
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生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 作 り 又 は 排 出 す る そ の 能 力 に つ い て 微 生 物 を 検 定 す る 場 合 、 検 定 用
の 対 照 を 与 え る た め と 、 不 活 性 化 因 子 自 体 の 産 生 又 は 遊 離 を 促 す た め の 両 方 で 抗 生 物 質 の
存 在 が 必 要 で あ る 。 抗 生 物 質 は 、 微 生 物 に よ る 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 産 生 を 惹 起 又 は 促
進 す る た め に 必 要 と さ れ う る 。 抗 生 物 質 の 非 存 在 下 で は 、 微 生 物 は 必 ず し も 抗 生 物 質 不 活
性 化 因 子 を 作 り 、 維 持 し 、 隔 離 し 、 又 は 遊 離 さ せ る 必 要 が な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 生 物 質 感 受 性 検 定 法 に つ い て は 本 明 細 書 の 別 の 箇 所 で 述 べ る が 、 本 発 明 用 に 適 合 で き
る よ う な 検 定 法 に つ い て 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。 培 養 は 、 透 過 剤 と も 混 ぜ る 。
　 必 要 な 場 合 、 抗 生 物 質 又 は 透 過 剤 の ど ち ら か が な い か 、 或 い は 両 方 な い 対 照 培 養 を 同 様
の 条 件 下 で 調 製 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で 述 べ る よ う に 、 液 体 増 殖 培 地 及
び 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 の 透 過 剤 と 混 合 す る 場 合 、 検 定 す べ き 抗 生 物 質 の 段 階 希 釈 は 液 体 増 殖
培 地 内 で 調 製 さ れ る 。 対 応 す る 試 料 を 液 体 キ ャ リ ヤ ー 中 で 透 過 剤 と 共 に 或 い は 透 過 剤 な し
で 混 合 す る 。 透 過 剤 の 非 存 在 下 、 特 定 の 抗 生 物 質 希 釈 で 抗 菌 活 性 を 示 す が 、 透 過 剤 の 存 在
下 、 当 該 希 釈 で 効 力 が な い 抗 生 物 質 は 、 該 微 生 物 が 当 該 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る 因 子 を 遊
離 さ せ る こ と に 基 づ き 、 そ の 検 定 微 生 物 に 対 し て 無 効 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の よ う に し て 調 製 し た 培 養 を 適 切 な 培 養 条 件 下 か つ 問 題 の 抗 生 物 質 （ １ つ 又 は 複 数 ）
に 対 す る 該 微 生 物 の 感 受 性 を 決 定 す る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 例 え ば 、 寒 天
プ レ ー ト を 環 境 的 に 制 御 し た イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 12～ 18時 間 、 摂 氏 35度 で イ ン キ ュ ベ ー
ト す る こ と が で き る 。 液 体 培 地 内 の 培 養 は 、 作 業 台 上 、 振 と う 水 浴 内 で 12～ 18時 間 、 摂 氏
35度 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 適 切 な 培 養 条 件 と 十 分 な 時 間 は 、 当 業 者 に は 周
知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 述 べ た よ う に 、 透 過 剤 は 、 液 体 又 は 固 体 キ ャ リ ヤ ー 内 で 供 給 さ れ 、 そ の 中 に 分 散 又 は 溶
解 し う る 。 例 え ば 、 緩 衝 溶 液 の よ う な 液 体 透 過 剤 の 場 合 、 緩 衝 溶 液 は そ れ 自 体 液 体 キ ャ リ
ヤ ー 内 に あ る 。 代 わ り に 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る た め 、 洗 浄 剤 を 水 性 媒 体 、 又 は 増 殖 ブ
ロ ス 内 に 分 散 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 局 面 で は 、 透 過 剤 が 固 体 支 持 体 上 で 供 給 さ れ る 。 例 え ば 、 緩 衝 溶 液 を １ 枚 の ろ 紙 の
よ う な 固 体 支 持 体 上 に 含 浸 さ せ る こ と が で き る 。 ろ 紙 を 放 置 し て 乾 燥 さ せ 、 透 過 剤 を 固 体
キ ャ リ ヤ ー 上 に 分 散 さ せ る 。
　 一 実 施 形 態 で は 、 含 浸 円 盤 を 抗 生 物 質 感 受 性 検 定 で 用 い 、 そ の 抗 生 物 質 感 受 性 を 測 定 す
る 微 生 物 を 、 該 微 生 物 を 殺 さ ず 、 或 い は 有 意 に は そ の 成 長 を 阻 害 せ ず に 透 過 さ せ る 。 こ れ
ら 含 浸 円 盤 の 調 製 で 使 用 す る 透 過 剤 の 適 切 な 量 （ 濃 度 ） を 決 定 し て 、 微 生 物 を 殺 さ ず 或 い
は そ の 成 長 を 阻 害 せ ず に 、 微 生 物 か ら の 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 遊 離 を 達 成 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 円 盤 拡 散 法 又 は 他 の 抗 生 物 質 感 受 性 決 定 法 に よ っ て 抗 菌 剤 （ 本 明 細 書 で は 抗
生 物 質 と 呼 ぶ こ と も あ る ） に 対 す る 微 生 物 の 感 受 性 を 評 価 す る 検 査 室 試 験 で 提 供 さ れ る 情
報 量 を 増 や す よ う に 設 計 さ れ る 。 こ の 発 明 は 、 微 生 物 の 抗 生 物 質 を 不 活 性 化 す る 能 力 を 日
常 的 に 検 出 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 こ の 情 報 は 、 感 染 症 の 治 療 用 の 適 切 な 抗 感 染 療 法
の 選 択 、 微 生 物 に つ い て の 疫 学 的 情 報 の 提 供 、 抗 生 物 質 の 研 究 、 及 び 遺 伝 学 及 び 酵 素 学 の
よ う な 他 の 分 野 の 生 物 学 的 研 究 で 役 に 立 ち う る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 細 菌 又 は 他 の 微 生 物 か ら の 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 の
放 出 を 促 す 化 学 薬 品 の よ う な 薬 剤 を 含 浸 さ せ た ろ 紙 円 盤 を 供 給 す る こ と を 含 む 。 こ の 化 学
薬 品 を 含 浸 さ せ た ろ 紙 円 盤 は 、 本 明 細 書 で は 試 薬 円 盤 と 呼 ぶ こ と が あ る 。 典 型 的 に 、 試 薬
円 盤 中 の 薬 剤 は 、 細 菌 の よ う な 微 生 物 の 外 膜 、 又 は 外 膜 と 細 胞 質 膜 の 両 方 を 破 壊 し て 該 微
生 物 内 か ら 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 を 放 出 す る 透 過 剤 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 で は 、
透 過 剤 を 含 浸 さ せ た 円 盤 を 供 給 す る 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 適 な 増 殖 培 地 含 有 寒 天 プ レ ー ト に 試 験 微 生 物 （ 例 え ば 、 臨 床 試 料 、 又 は 抗 生 物 質 感 受
性 を 決 定 す べ き 細 菌 株 ） の 芝 生 を 接 種 す る 。 抗 生 物 質 含 浸 円 盤 を 微 生 物 の 芝 生 上 に 置 く 。
供 給 さ れ た 試 薬 円 盤 上 に さ ら に 試 験 微 生 物 を 接 種 し 、 問 題 の 抗 生 物 質 円 盤 に 隣 接 す る が 接
触 し な い 寒 天 上 に 当 該 試 薬 円 盤 を 置 く 。 寒 天 プ レ ー ト を 技 術 的 に 周 知 の 方 法 に 従 っ て イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 結 果 を 以 下 の よ う に 解 釈 す る 。 抗 生 物 質 の 酵 素
的 不 活 性 化 は 、 試 薬 円 盤 近 傍 の 阻 害 ゾ ー ン の 縁 を 調 べ る こ と に よ っ て 検 出 で き る 。 抗 生 物
質 不 活 性 化 の 結 果 、 通 常 は 円 形 の 阻 害 ゾ ー ン に 歪 み が 生 じ る 。 こ の 歪 み の 存 在 は 、 試 験 微
生 物 が 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 産 生 で き る こ と を 示 す 。 臨 床 的 な 見 方 か ら 、 ゾ ー ン の 歪 み
を 示 す 抗 生 物 質 の 使 用 は 、 試 験 微 生 物 に よ る 感 染 の 治 療 に は 禁 忌 を 示 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 上 述 し た と お り で あ る が 、 本 発 明 は 当 該 実 施 形 態 に 限 定 さ
れ な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 ろ 紙 ス ト リ ッ プ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 片 、 又 は 他 の キ ャ リ
ヤ ー の よ う な ろ 紙 円 盤 以 外 の 他 の 固 体 キ ャ リ ヤ ー を 媒 体 と し て 用 い て 微 生 物 と 試 薬 と の 間
の 接 触 を 達 成 す る こ と が で き る 。 Ｅ 試 験 [Brown, D. F. J.及 び L. Brown, J. Antimicrob.
 Chemother. 27:185-190(1991)]、 又 は 希 釈 法 の よ う な 、 円 盤 拡 散 試 験 以 外 の 試 験 方 法 論
も 、 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 抗 生 物 質 不 活 性 化 酵 素 の 検 出 用 に 変 更 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で 論 じ た 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 法 に よ っ て
例 示 さ れ る よ う に 、 培 養 中 微 生 物 の 抗 生 物 質 試 験 の 改 良 方 法 を 提 供 す る 。 改 良 点 は 、 培 養
の 成 長 を 有 意 に は 阻 害 し な い が 、 該 微 生 物 の 透 過 に は 有 効 な 量 の 本 発 明 の 透 過 剤 と 培 養 を
混 合 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 阻 害 ゾ ー ン が 小 さ い か 又 は 無 い 場 合 、 或 い は 研 究 又
は 診 断 法 と し て 微 生 物 を 試 験 す る た め の 間 接 形 態 を 含 む 。 間 接 形 態 の 試 験 は 、 寒 天 の 表 面
に 、 大 腸 菌 ATCC 25922の よ う な 完 全 に 抗 生 物 質 感 受 性 の 検 定 株 を 接 種 し て 行 う 。 こ の 後 、
こ の 供 給 さ れ た 試 薬 円 盤 に 試 験 微 生 物 （ 例 え ば 、 臨 床 用 分 離 培 養 ） の 懸 濁 液 を 接 種 し 、 原
因 生 物 の 代 わ り に 寒 天 の 表 面 上 で 検 体 株 が 成 長 す る こ と を 除 き 、 上 述 し た よ う に 試 験 を 行
う 。 本 発 明 の 方 法 の 間 接 形 態 は 、 抗 生 物 質 の 感 受 性 の 同 時 決 定 は 除 外 す る が 、 該 試 験 を 直
接 形 態 の 試 験 で 行 っ た 場 合 、 阻 害 ゾ ー ン が 小 さ す ぎ て 結 果 が 得 ら れ な い 微 生 物 の 抗 生 物 質
不 活 性 化 酵 素 の 調 査 を 可 能 に し う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 で 有 用 な 典 型 的 な 透 過 剤 と し て は 、 微 生 物 の 細 胞 壁 及 び ／ 又 は 細 胞 膜 の 透 過 性 を
高 め る が 、 検 定 微 生 物 の 成 長 又 は 再 生 を 有 意 に は 阻 害 し な い 量 又 は 濃 度 で 存 在 す る 当 該 薬
剤 が 挙 げ ら れ る 。 当 業 者 に は 周 知 な よ う に 、 す べ て の 微 生 物 が 細 胞 壁 と 細 胞 膜 を 両 方 と も
持 っ て い る わ け で は な く 、 さ ら に 、 細 胞 壁 と 細 胞 膜 を 両 方 と も 有 す る 当 該 微 生 物 は 構 造 的
に 同 一 の 壁 又 は 膜 を 持 っ て い な い 。 例 え ば 、 細 菌 は そ の 細 胞 壁 ／ 細 胞 膜 構 造 に 基 づ い て グ
ラ ム 陽 性 又 は グ ラ ム 陰 性 と 広 く 分 類 さ れ て い る 。 本 発 明 で 有 用 な 透 過 剤 は 、 好 ま し く は 抗
生 物 質 不 活 性 化 因 子 が 細 胞 か ら 遊 離 さ れ る よ う に 細 胞 表 面 構 造 （ 細 胞 壁 又 は 細 胞 膜 、 或 い
は 両 方 ） を 透 過 す る 。 し か し 、 透 過 剤 は 微 生 物 を 殺 さ ず 、 或 い は そ の 成 長 を 有 意 に は 阻 害
し な い こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 有 の 典 型 的 な 透 過 剤 と し て は 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
　 塩 化 ナ ト リ ウ ム (NaCl)、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム (Mg 2 Cl)、 塩 化 カ リ ウ ム (KCl)等 の よ う な 無 機
塩 ；
　 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム (BAC)、 塩 化 セ チ ル ピ リ ジ ウ ム 、 塩 化 3-(ト リ メ ト キ シ シ リ ル )プ
ロ ピ ル ジ メ チ ル オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム 等 の よ う な 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 化 合 物 ；
　 ト リ ス /EDTA(TE)緩 衝 液 、 NaCl/ト リ ス /EDTA(STE)緩 衝 液 、 グ ル コ ー ス /ト リ ス /EDTA(GTE
)緩 衝 液 等 の よ う な 緩 衝 溶 液 ；
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　 グ ル コ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 ラ ク ト ー ス 等 を 含 む 糖 溶 液
の よ う な 低 浸 透 圧 性 又 は 高 浸 透 圧 性 薬 剤 ；
　 ピ ペ ラ シ リ ン 、 ア ズ ト レ オ ナ ム 、 ア ム ジ ノ シ リ ン 、 セ フ タ ジ ジ ム 、 ポ リ ミ キ シ ン B、 ポ
リ ミ キ シ ン Bノ ナ ペ プ チ ド 、 又 は ゲ ン タ マ イ シ ン 等 の よ う な 抗 生 物 質 ；
　 Blind Brite T M 、 Maxaquin T M 、 HyVee Glass CleanerT M 、 Life Tree T M 、 Rave T M 、 Dawn T M

等 の よ う な 商 業 的 に 入 手 可 能 な 洗 浄 剤 又 は 界 面 活 性 剤 含 有 薬 剤 ；
　 Isoclean T M 濃 縮 物 、 Sight Savers T M レ ン ズ ク リ ー ナ ー 、 Wash T M (グ リ ー ン ハ ン ド ウ ォ ッ
シ ュ )、 Micro Lab Cleaning SolutionT M 、 Jet Clean T M 試 験 管 ク リ ー ナ ー 、 Limonene T M 等
の よ う な 他 の 商 業 的 に 入 手 可 能 な 物 質 ；
　 TritonX-100 T M 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 ア セ ト ン と 混 合 し た SDS(5%)、 Sarcosy
l T M 、 ア セ ト ン と 混 合 し た Sarcosyl T M 、 Tween T M (ポ リ ソ ル ベ ー ト )80、 ア セ ト ン と 混 合 し た
Tween T M 80、 Tween T M 85、 Brij T M 56、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル
、 ダ ン シ ル ポ リ ミ キ シ ン 等 の よ う な 他 の 界 面 活 性 剤 及 び ／ 又 は 洗 浄 剤 ；
　 他 の 典 型 的 な 透 過 剤 と し て は 、 CHAPS(3-[(3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1
-プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト )電 気 泳 動 試 薬 、 ≦ 10mM(Sigma cat # C-9426)、 乳 酸 、 及 び ヘ キ サ
メ タ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (ポ リ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )(キ レ ー ト 剤 )が 挙 げ ら れ る 。
　 セ ク ロ ピ ン (cecropins)(カ チ オ ン 性 ペ プ チ ド )、 メ リ チ ン (melittin)(カ チ オ ン 性 ペ プ チ
ド )、 バ ク テ ネ シ ン (bactenecin)、 マ ガ イ ニ ン (magainins)(カ エ ル 宿 主 防 衛 ペ プ チ ド )、 タ
ク プ レ シ ン (tachyplesins)(カ チ オ ン 性 ペ プ チ ド )、 ポ リ フ ェ ム シ ン (polyphemusins)(カ チ
オ ン 性 ペ プ チ ド )の よ う な 天 然 ペ プ チ ド 、 及 び 合 成 ペ プ チ ド 等 も 好 ま し い 透 過 剤 と し て 使
用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 好 ま し い 透 過 剤 は 、 Sigma-Aldrichか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 な ト リ ス /EDTA(TE)緩 衝 液 （ カ
タ ロ グ 番 号 T-9285） で あ る 。 供 給 時 、 TE緩 衝 液 は 100倍 濃 度 で 、 1.0モ ル の ト リ ス -HCl（ pH
約 8.0） と 0.1モ ル の EDTAか ら 構 成 さ れ る 。 好 ま し く は TE緩 衝 液 を 100ミ リ モ ル 、 200ミ リ モ
ル 、 0.5モ ル 、 １ モ ル 又 は 10モ ル 濃 度 で 円 盤 上 に 置 く 。 さ ら に 好 ま し く は 、 TE緩 衝 液 を 100
倍 、 50倍 、 25倍 及 び 10倍 濃 度 で 円 盤 上 に 置 く 。 特 定 透 過 剤 の 最 適 濃 度 の 決 定 方 法 は 、 本 明
細 書 の 他 の 箇 所 で 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で 記 述 さ れ る よ う に 、 透 過 剤 は 、 好 ま し く は 微 生 物 内 か ら 当 該 微 生
物 の 成 長 を 有 意 に 阻 害 せ ず に 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 放 出 さ せ 、 或 い は 放 出 を 促 進 す る 。
透 過 剤 の 微 生 物 か ら 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 遊 離 又 は 放 出 さ せ る 能 力 は 、 例 え ば 、 酵 素 の
よ う な 放 出 さ れ る 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 量 の 定 量 化 に よ っ て 決 定 で き る 。 こ の よ う な 定
量 化 は 、 例 え ば 、 基 質 と し て ニ ト ロ セ フ ィ ン 又 は セ フ ァ ク ロ ル を 用 い る 分 光 光 度 的 加 水 分
解 検 定 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 微 生 物 か ら 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 遊 離 又 は 放 出 さ せ
る 透 過 剤 の 能 力 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 或 い は 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で 述 べ た
３ 次 元 試 験 の よ う な 他 の 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 を 用 い て 決 定 す る こ と も で き る 。 微 生 物 か ら
抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 遊 離 又 は 放 出 さ せ る 透 過 剤 の 能 力 の 典 型 的 な 決 定 法 は 、 本 明 細 書
の 他 の 箇 所 で 述 べ る 実 施 例 で 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 好 ま し い 透 過 剤 は 、 微 生 物 の 成 長 を 有 意 に は 阻 害 し な い 。 好 ま し い 透 過 剤 の こ の
特 性 は 、 例 え ば 、 特 定 透 過 剤 の 濃 度 を 変 え て 種 々 の 微 生 物 の 芝 生 培 養 に 適 用 し て 、 該 芝 生
培 養 の 成 長 の 阻 害 が 生 じ た か を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 で き る 。 代 わ り に 、 可 変 濃 度 の
透 過 剤 の 存 在 下 に お け る 種 々 の 微 生 物 の 成 長 速 度 を 技 術 的 に 周 知 の 方 法 で 決 定 す る こ と も
で き る 。 透 過 剤 の 微 生 物 の 成 長 を 許 容 す る 能 力 の 典 型 的 な 決 定 法 は 、 本 明 細 書 の 他 の 箇 所
で 述 べ る 実 施 例 で 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 を 遊 離 さ せ る 微 生 物 を 検 出 す る 抗
生 物 質 感 受 性 試 験 を 行 う た め の 透 過 剤 含 浸 円 盤 と 使 用 説 明 書 を 含 む キ ッ ト を 含 む 。 好 ま し
い 実 施 形 態 で は 、 透 過 剤 は 、 ト リ ス /EDTA緩 衝 液 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 容 易 に 分 か る よ う に 、 本 発 明 は 、 他 の 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 法 を 超 え る 新 規 な 利 益 と 利 点
を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 例 え ば 、 寒 天 内 の ス リ ッ ト 中 に 細 菌 接 種 材 料 を 挿 入 す る す る 必 要
が あ る 他 の 方 法 の 技 術 的 に 挑 戦 す る 局 面 で は な く 、 寒 天 の 表 面 上 で 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 を
実 施 す る こ と を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 当 該 微 生 物 の 成 長 を 有 意 に は 阻 害 せ ず に
、 微 生 物 か ら の 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 放 出 を 促 進 す る 透 過 剤 の 使 用 を 開 示 す る 。 現 在 の
抗 生 物 質 感 受 性 試 験 法 は 、 こ の よ う な 因 子 の 放 出 を 促 す こ と が で き ず 、 誤 っ た 正 の 結 果 を
も た ら す 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 現 在 の 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 法 は 、 臨 床 医 に 特 定 の 微 生 物
が こ れ ら の 生 体 外 結 果 に 基 づ い て 抗 生 物 質 に 感 受 性 で あ る と 信 じ さ せ 、 経 験 的 に 該 抗 生 物
質 が 生 体 内 で 無 効 で あ る こ と が 分 か る だ け で あ る 。 本 発 明 は 、 生 体 内 で 特 定 の 抗 生 物 質 に
耐 性 で あ る と 思 わ れ る 微 生 物 を 検 出 で き る 、 よ り 頑 強 な 生 体 外 情 報 を 提 供 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 実 施 例 １ ． 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 放 出 の 決 定
　 こ の 実 施 例 で は 、 大 腸 菌 MISC 208(拡 張 ス ペ ク ト ル β -ラ ク タ マ ー ゼ SHV-2を 産 生 す る )を
試 験 生 物 と し て 用 い 、 ニ ト ロ セ フ ィ ン が 分 光 光 度 的 加 水 分 解 検 定 法 の 基 質 だ っ た 。 大 腸 菌
株 を 直 接 100μ lの Muller Hintonブ ロ ス 中 に 収 集 し 、 100μ lの 透 過 剤 と 混 合 し た 。
　 こ の 加 水 分 解 検 定 法 で は 、 活 性 の 単 位 は 以 下 の よ う に 計 算 す る 。
　 　 単 位 ＝
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 吸 光 係 数
【 ０ ０ ５ １ 】
　 加 水 分 解 検 定 法 は 、 基 本 的 に O'Callaghan, C. H.ら , A.A.C. 1:283-288(1972)に 記 載 さ
れ て い る と お り に 行 っ た 。 簡 単 に は 、 ニ ト ロ セ フ ィ ン の 100μ M溶 液 を 基 質 と し て 用 い た 。
ニ ト ロ セ フ ィ ン を 37℃ に 予 備 加 熱 し た 。 加 水 分 解 検 定 法 は 、 37℃ で 、 -0.024の 吸 光 係 数 の
389.5の 波 長 で 行 っ た 。 適 切 な キ ュ ベ ッ ト を 0.9mlの 予 備 加 熱 し た ニ ト ロ セ フ ィ ン 基 質 で 満
た し 、 100ulの 透 過 細 菌 緩 衝 液 を 添 加 し た 。 即 座 に キ ュ ベ ッ ト を 逆 さ に し て 中 身 を 混 ぜ 、
キ ュ ベ ッ ト を 分 光 光 度 計 内 に 置 い た 。 キ ュ ベ ッ ト ブ ロ ッ ク を 温 め る 循 環 水 浴 で 37℃ に 温 度
を 維 持 し な が ら 、 ５ 秒 間 隔 で ５ 分 ま で 吸 光 度 を 検 定 し た 。 検 定 完 了 時 、 活 性 を 上 式 に よ り
計 算 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 　 透 過 剤 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 β -ラ ク タ マ ー ゼ 活 性 の 単 位
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 基 質 と し て ニ ト ロ セ フ ィ ン ）
　 　 Ｔ Ｅ /室 温 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 47
　 　 Ｔ Ｅ /０ ℃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 102
　 　 ト リ ス /０ ℃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 41
　 　 水 （ 対 照 ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 実 施 例 ２ ． 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 放 出 の 決 定
　 実 施 例 １ の 実 験 を 大 腸 菌 MISC 208及 び 加 水 分 解 検 定 法 の 基 質 と し て セ フ ァ ク ロ ル を 用 い
て 繰 り 返 し た 。
　 　 透 過 剤 調 製 試 料 　 　 　 　 　 　 　 　 　 β -ラ ク タ マ ー ゼ 活 性 の 単 位
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 基 質 と し て セ フ ァ ク ロ ル ）
　 　 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム  200μ g/ml　 　 　 　 　 　 16
　 　 Polymixin B 10μ g/ml　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3.8
　 　 Polymixin B 30μ g/ml　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 15
　 　 Ｔ Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 79
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 ３ ． 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 放 出 の 決 定
　 大 腸 菌 V1104を 用 い て 実 施 例 １ の 実 験 を 繰 り 返 し て 種 々 の 透 過 剤 を 評 価 し た 。 ニ ト ロ セ
フ ァ ン が 加 水 分 解 基 質 だ っ た 。
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　 　 透 過 剤 調 製 試 料 　 　 　 　 　 　 　 　 　 β -ラ ク タ マ ー ゼ 活 性 の 単 位
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 基 質 と し て ニ ト ロ セ フ ィ ン ）
　 　 ア ズ ト レ オ ナ ム 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  210
　 　 試 薬 な し /０ ℃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 214
　 　 試 薬 な し /45℃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0
　 　 セ フ タ ジ ジ ム 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  196
　 　 ピ ペ ラ シ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  202
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 抗 生 物 質 不 活 性 化 因 子 の 放 出 の 決 定 で 使 用 可 能 な 他 の 典 型 的 な 微 生 物 と し て は 、 下 表 の
微 生 物 が 挙 げ ら れ る 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 大 腸 菌 V1104　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 202
　 　 大 腸 菌 165 * 　 　 　 　 　 　 pI 5.95 TEM MSBL　 　 　 　 43
　 　 MG32　 　 　 　 　 　 　 　 　 TEM-1＋ TEM-12　 　 　 　 　 349
　 　 K. pneumoniae V1102　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 227
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 実 施 例 ４ ． 有 意 な 成 長 阻 害 の 欠 如 の 決 定
　 種 々 の 試 験 株 を 直 接 100μ lの Mueller Hintonブ ロ ス 中 に 収 集 し 、 問 題 の 各 透 過 剤 100μ l
と 混 合 し た 。 次 に 、 こ れ ら 各 混 合 物 20μ lを ブ ラ ン ク ろ 紙 円 盤 に 適 用 し 、 円 盤 を 種 々 の 試
験 微 生 物 の 新 し く 接 種 し た 寒 天 芝 生 培 養 に 移 し 、 プ レ ー ト を 37℃ で 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 終 夜 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 を 円 盤 周 囲 の 阻 害 ゾ ー ン の 存 在 又 は 非 存 在 に つ
い て 調 べ た 。 阻 害 ゾ ー ン か ら 試 験 で 用 い た 濃 度 の 該 透 過 剤 が 不 適 切 で あ る と 推 論 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の 方 法 の 変 形 は 、 試 薬 を 前 も っ て 微 生 物 と 混 合 し な い で 直 接 試 薬 を 円 盤 に 適 用 し て 上
述 し た よ う に 評 価 す る こ と で あ る 。
（ 試 薬 円 盤 の 調 製 ）
　 １ ． 同 割 合 の 生 理 食 塩 水 と ト リ ス EDTA（ Sigma Chemicals） の 溶 液 を 調 製 す る 。
　 ２ ． 20μ l分 量 の 透 過 剤 溶 液 を ろ 紙 円 盤 上 に 置 き 、 乾 燥 さ せ る 。
（ 試 験 の 実 施 と 解 釈 ）
　 １ ． 透 過 剤 で 含 浸 さ せ た ろ 紙 円 盤 を 20μ lの 無 菌 生 理 食 塩 水 で 再 水 和 さ せ た 。
　 ２ ． 綿 棒 又 は ル ー プ を 用 い て 試 験 生 物 を 再 水 和 円 盤 上 に こ す り つ け た 。
　 ３ ． Muller Hinton寒 天 プ レ ー ト に 0.5 McFarlandの 大 腸 菌 ATCC 25922を 接 種 し た 。
　 ４ ． 寒 天 プ レ ー ト の 表 面 上 に セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 を 置 い た 。 次 に 試 験 生 物 を 接 種 し た 再
水 和 円 盤 を セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 の 隣 に 約 0.5～ 1.0mm離 し て 置 い た 。
　 ５ ． 寒 天 プ レ ー ト を 37℃ で 約 16時 間 、 又 は 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ６ ． セ フ ォ キ シ チ ン ゾ ー ン の 歪 み は 、 正 の 結 果 と し て 解 釈 し （ す な わ ち 、 抗 生 物 質 不 活
性 化 因 子 の 存 在 が 検 出 さ れ た ） 、 セ フ ォ キ シ チ ン ゾ ー ン の 歪 み の 欠 如 は 、 負 の 結 果 と し て
解 釈 し た 。 図 １ 及 び ２ を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 実 施 例 ５ ． 抗 生 物 質 耐 性 微 生 物 の 検 出
　 こ の 研 究 は 、 pAmpCsを 内 部 に も つ と 推 測 さ れ る ク レ ブ シ エ ラ (Klebsiella)分 離 培 養 の 調
査 の た め の そ の 有 用 性 に つ い て 報 告 す る 。
　 方 法 ： セ フ ォ キ シ チ ン MICs≧ 16μ g/mlを 有 す る Klebsiella spp.の 30個 の 分 離 培 養 を 本
発 明 の 方 法 で 調 査 し た 。 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で 述 べ た ３ 次 元 試 験 で す べ て の 負 の 結 果 を 確
認 し 、 か つ 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)と イ ン ヒ ビ タ ー 研 究 で 正 の 結 果 を 確 認 し た 。 等 量 の 生 理
食 塩 水 で 希 釈 し た 100倍 TEを ろ 紙 円 盤 に 含 浸 さ せ た 。 こ の 円 盤 を 20μ lの 食 塩 水 で 再 水 和 さ
せ 、 試 験 分 離 培 養 の 数 コ ロ ニ ー を 円 盤 上 に 接 種 し た 。 接 種 円 盤 を 、 大 腸 菌  ATCC 25922の
芝 生 を 接 種 し た Muller-Hinton寒 天 プ レ ー ト 上 の セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 の 近 傍 に （ ほ と ん ど
触 れ る ） 置 い た 。 終 夜 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 正 の 試 験 は 、 試 験 円 盤 近 傍 の セ フ ォ キ シ
チ ン 阻 害 ゾ ー ン の 扁 平 化 又 は へ こ み と し て 現 れ た 。 負 の 試 験 は 、 歪 ん で い な い ゾ ー ン を 有
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し た 。
　 結 果 ： 試 験 し た 30個 の 分 離 培 養 の う ち 、 10個 は 正 で 、 20個 は 負 だ っ た （ ３ 次 元 試 験 で も
負 ） 。 正 の 分 離 培 養 の IEF及 び 阻 害 研 究 は 、 10個 の 分 離 培 養 の う ち ９ 個 が 、 7.2、 7.7又 は
≧ 9.0の pIsを 有 す る 、 ク ロ キ サ シ リ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る β -ラ ク タ マ ー ゼ を 産 生 す る こ
と を 示 し 、 AmpC産 生 と 一 致 す る こ と が 分 か っ た 。 ク レ ブ シ エ ラ は 染 色 体 AmpCを 欠 い て い る
の で 、 こ れ ら 酵 素 は プ ラ ス ミ ド 媒 介 さ れ る と 解 釈 し た 。 他 の 正 の 分 離 培 養 は 、 高 い イ ミ ペ
ネ ム MICを 有 し 、 セ フ ォ キ シ チ ン も 加 水 分 解 す る カ ル バ ペ ネ ム 加 水 分 解 酵 素 を 産 生 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 （ 材 料 と 方 法 ）
　 分 離 培 養
Klebsiella spp.の 30個 の 新 し い 分 離 培 養 を 米 国 の 病 院 内 の 患 者 か ら 収 集 し た 。
　 感 受 性
抗 菌 感 受 性 は 、 調 査 用  Microscan脱 水 パ ネ ル を 用 い る NCCLS微 量 希 釈 方 法 論 で 決 定 し た 。
　 ３ 次 元 試 験
セ フ ォ キ シ チ ン の 酵 素 不 活 性 化 は 、 ３ 次 元 法 で 調 査 し た 。 Muller-Hinton寒 天 プ レ ー ト の
表 面 に 大 腸 菌  ATCC 25922の 標 準 化 接 種 材 料 の 芝 生 を 接 種 し た 。 無 菌 メ ス 刃 で プ レ ー ト 内
に ス リ ッ ト を 刻 ん だ 。 こ の ス リ ッ ト 中 に 、 試 験 生 物 の 重 接 種 材 料 （ 10 9 CFU/ml） を 含 有 す
る 懸 濁 液 を マ ク ロ ピ ペ ッ ト 先 端 か ら の 毛 管 作 用 に よ っ て 分 配 し た 。 セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 を
ス リ ッ ト か ら ３ mmの 寒 天 上 に 置 い た 。 35℃ で 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 プ レ ー ト を 阻
害 ゾ ー ン 縁 の 特 徴 的 な 歪 み で 示 さ れ る よ う な セ フ ォ キ シ チ ン 不 活 性 化 の 証 拠 に つ い て 検 査
し た 。 こ の 特 徴 の 非 存 在 が セ フ ォ キ シ チ ン の 有 意 な 不 活 性 化 が な い こ と を 示 し た （ 図 ３ ）
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 AmpC円 盤 試 験
セ フ ォ キ シ チ ン の 酵 素 不 活 性 化 は 、 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で 述 べ た よ う に 、 本 発 明 の 透 過 剤
、 TEを 含 浸 さ せ た ろ 紙 円 盤 を 使 用 す る 円 盤 試 験 に よ っ て も 調 査 し た 。 円 盤 を 20μ lの 無 菌
食 塩 水 で 再 水 和 さ せ て か ら 試 験 生 物 の 数 コ ロ ニ ー を 接 種 し た 。 Muller-Hinton寒 天 プ レ ー
ト の 表 面 に 大 腸 菌  ATCC 25922の 標 準 化 接 種 材 料 の 芝 生 を 接 種 し た 。 接 種 円 盤 を 接 種 プ レ
ー ト 上 の セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 の 近 傍 に （ ほ と ん ど 触 れ る ） 置 い た 。 摂 氏 35度 で 終 夜 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 正 の 試 験 は 試 験 円 盤 の 近 傍 の セ フ ォ キ シ チ ン 阻 害 ゾ ー ン の 扁 平 化 又 は へ
こ み と し て 現 れ た 。 負 の 試 験 は 歪 み の な い ゾ ー ン を 有 し た （ 図 ４ ） 。
　 等 電 点 電 気 泳 動
粗 製 超 音 波 処 理 物 を 平 台 装 置 （ Multiphor LKB） 上 の 両 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ pH範
囲 3.5～ 9.5） 上 で の 分 析 的 等 電 点 電 気 泳 動 （ IEF） に 供 し た 。 IEFゲ ル の イ ン ヒ ビ タ ー オ ー
バ レ イ を 1000μ Mの ク ラ ブ ラ ン 酸 と ク ロ キ サ シ リ ン で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 結 果
セ フ ォ キ シ チ ン MICs≧ 16μ g/mlを 有 す る 30個 の Klebsiella spp.分 離 培 養 を AmpC円 盤 試 験
で 検 定 し た 。 こ れ ら の う ち 20個 は 負 で 10個 が 正 だ っ た 。 負 の 分 離 培 養 は ３ 次 元 試 験 で 負 と
し て 確 認 し た 。 IEF及 び イ ン ヒ ビ タ ー 研 究 は 、 10個 の 正 の 分 離 培 養 の う ち ９ 個 が 7.2、 7.7
又 は ≧ 9.0の pIsを 有 す る β -ラ ク タ マ ー ゼ を 産 生 し 、 ク ロ キ サ シ リ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る
こ と を 明 ら か に し た 。 こ の 知 見 は AmpC産 生 と 一 致 し た 。 こ れ ら 酵 素 は 、 Klebsiella spp.
は 染 色 体 AmpCを 欠 い て い る の で 、 プ ラ ス ミ ド 媒 介 さ れ る と 解 釈 し た 。 他 の 正 の 分 離 培 養 は
、 高 い イ ミ ペ ネ ム MIC（ 64μ g/ml） を 有 し 、 セ フ ォ キ シ チ ン も 加 水 分 解 で き る カ ル バ ペ ネ
ム 加 水 分 解 酵 素 を 産 生 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 説 明 及 び 実 施 例 は 、 例 証 と し て 意 図 し た も の で あ り 、 限 定 と 解 釈 す べ き で な い 。 こ
の 発 明 の 精 神 及 び 範 囲 内 で さ ら に 他 の 変 形 が 可 能 で あ り 、 本 技 術 の 当 業 者 に は 容 易 に 思 い
浮 か ぶ だ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ６ ３ 】
【 図 １ 】 セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 周 囲 の 歪 み ゾ ー ン の ク ロ ー ズ ア ッ プ を 示 す 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 一 実 施 形 態 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ク レ ブ シ エ ラ の ペ ニ シ リ ン 耐 性 株 に よ る セ フ ォ キ シ チ ン の 酵 素 的 不 活 性 化 を 実 証
す る ３ 次 元 試 験 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ２ に つ い て 上 述 し た 本 発 明 の 実 施 形 態 を 示 す が 、 １ つ の セ フ ォ キ シ チ ン 円 盤 だ
け を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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