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要 旨
九州地区 31 施設の臨床材料から分離されたmetallo-β-lactamase 産生株 41 株およびmetallo-β-lactamase

非産生株 ceftazidime 耐性 8株を使用し，メタロ βラクタマーゼ SMA‘栄研’（SMA，栄研化学），シカベー
タテスト I�MBL（CIC，関東化学），およびドライプレート‘栄研’DPD1（DPD，栄研化学）を用いてmet-
allo-β-lactamase の検出率について比較検討した．Metallo-β-lactamase 産生株の検出率は，SMA 97.5％，DPD
および CIC は 100％といずれも優れた成績を示し，SMAにより検出できなかった 1株も判定不能であり，
偽陰性は存在しなかった．Metallo-β-lactamase 非産生 ceftazidime（CAZ）耐性株に対しては，SMAで 37.5％
（3�8）が，DPDで 62.5％（5�8）が判定不能となったが，偽陽性は認めなかった．CIC では全株陰性と判
定された．いずれの検査法とも，陰性，陽性，判定不能の定義を明確にしておけば，判定不能株は存在する
ものの，偽陰性，偽陽性は存在せず，非常に優れた方法であると考えられた．SMAは，ディスク拡散法と
いう細菌検査室では慣れた手技を用いる方法であり，さらに安価であることを考慮するとルチンで実施可能
な方法であると考えられる．また，CIC は多少手技的に熟練を要すると考えられるが，わずか 15 分で判定
が可能であり，迅速検査として有用性は高いと考えられた．また，CAZ高度耐性株に対して，SMAやDPD
では判定不能となる場合にはCIC は有用である．
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序 文
metallo-β-lactamase は，モノバクタム以外の β-

lactamを分解しうる β-lactamase である．多くの場合
プラスミド上に存在しており，Pseudomonas aeruginosa

などのブドウ糖非発酵グラム陰性桿菌がこの β-
lactamase を獲得すると有効な薬剤がない場合もあ
る．また，metallo-β-lactamase 産生菌による院内感染
に関する報告１）もあり，院内感染対策上重要な耐性菌
でもある．したがって，細菌検査室において早期に適
確に検出し，報告することが重要な耐性菌である．現
在 IMP-1 を主とする IMP type，VIM type，SPM type
などが外来性のmetallo-β-lactamase として報告され
ている２）．また，IMP type は IMP-21 まで，VIM type
は VIM-12 まで，各種 variant が報告されている．ま
た，我々の検討では未だ検出されていないが，国内に
おいてもVIM-2 type が報告されている３）．

我々は，ひびき臨床微生物研究会共同研究として，
セフェム系耐性株の検討を行っているが，この共同研
究の中で，IMP-1 を主とするmetallo-β-lactamase 産
生株も多く分離されており，共同研究ではすべて PCR
にて確認試験を行っているが，検査室にて実施可能な
方法について，検討を行った．Metallo-β-lactamase
は，その名のとおり活性中心に亜鉛を有しており，検
出方法としては，既知の type の遺伝子を検出する方
法，活性中心の亜鉛とキレートすることにより，また
は亜鉛と結合することにより，活性を失活させ，セフェ
ムの分解が抑制されるかどうかを確認する方法があ
る．Metallo-β-lactamase の検出法については，IMP-1
遺伝子を PCRにより検出する方法４），EDTAを用い
た併用試験５）などが存在し，さらにGoto らによりメ
ルカプト化合物が阻害剤として報告された６）．市販の
metallo-β-lactamase 検出セットとして，2000 年にmet-
allo-β-lactamase 阻害剤であるmercaptoacetic acid
（MAA）を含有したディスクを用いたメタロ-βラク
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タマーゼ SMAが栄研化学より発売され，2002 年に 2
価イオンキレート剤Dipicolic acid（DPA）を用いた
ドライプレート‘栄研’DPD1（栄研化学），2004 年
にAmpC β-lactamase に 安 定 で あ り，metallo-β-
lactamase により分解され発色するセファロスポリン
を 基 質 と し，metallo-β-lactamase 阻 害 剤 2-
mercaptopropionic acid（MPA）７）と併用することに
よりmetallo-β-lactamase の存在を確認するシカベー
タテスト I�MBL（関東化学）が発売された．これら
市販のmetallo-β-lactamase 確認セット 3種類を用い
て，metallo-β-lactamase 検出について，比較検討した．

材料と方法
1．使用菌株
2002 年から 2003 年に九州地区より分離されたIMP-

1 type metallo-β-lactamase 産生 P. aeruginosa 32 株，
Escherichia coli 3 株，Pseudomonas fluorescens 5 株，
IMP-2 type metallo-β-lactamase 産生 P. aeruginosa 1
株，metallo-β-lactamase 非産生 ceftazidime（CAZ）
耐性 P. aeruginosa 8 株を用いた．これらの株は，喀痰
由来 3株，尿由来 26 株，膿由来 6株，便由来 3株，
不明 3株，年齢別では 50 歳未満が 5株，50 歳代 2株，
60 歳代 7株，70 歳代 9株，80 歳代 11 株，90 歳代 1
株，100 歳以上 1株，不明が 5株であった．
使用した菌株は，PCRおよび 2-mercaptopropionic

acid（MPA，Nacalai tesque）128µg�mL併用により，
用いた寒天平板希釈法によりmetallo-β-lactamase 産
生，非産生が確認された株である．
検出を試みた β-lactamase および PCR primer は，

IMP-1（5’-CTACCGCAGCAGAGTCTTT-3’，5’-CAA-
CCAGTTTTGCCTTACCAT-3’），IMP-2（5’-TGTAG-
CATTACTGCCGCG-3’，5’-CAGCCTGTTCCCATGT-
AC-3’），VIM-1（ 5’-TCTACATGACCGCGTCTGTC-
3’， 5’-GTGTGCTTTGACAACGTTCGC-3’）， VIM-2
（5’-TGACCGCGTCTATCATGGC-3’，5’-GCTACTC-
AACGACTGAGCG-3’）である３）８）．
IMP-1 の primer では，IMP-1，IMP-3，IMP-6 が検

出され，IMP-2 の primer では，IMP-2，IMP-8 など
の近縁の構造を有するmetallo-β-lactamase が検出さ
れる．
菌株は，－80℃，40％グリセリン保存株を用い，

使用する際は寒天培地に均一に塗布した後，CAZ 30
µg含有ディスク（栄研化学）を置き，35℃で 16-20
時間培養した．プラスミドの脱落株を使用しないため
に，ディスク周囲に発育したCAZ耐性株を使用し
た．
2．薬剤感受性試験
CAZ（田辺製薬），imipenem（IPM，万有製薬）単

独およびMPA128µg�mL併用時のMICを，NCCLS
（現 CLSI）寒天平板希釈法に準じ９），測定した．met-
allo-β-lactamase 産生株の判定は，MPA併用時のCAZ
のMICが CAZ単独のMICよりも 8倍以上低下した
場合，または，MPA併用時の IPMのMICが IPM単
独のMICよりも 8倍以上低下した場合を陽性とし
た．薬剤の測定濃度は 256µg�mLまで実施した．
3．使用したmetallo-β-lactamase 検出セットおよび

その判定
下記の市販のmetallo-β-lactamase 検出セット 3種

類を使用した．それぞれのセットの判定方法について
は，陰性も含めた詳細な判定基準は設けられていない
ので，Table 1に示す判定基準を使用した．
その根拠を下記に示す．
1）ドライプレート‘栄研’DPD1（DPD，栄研化

学）
菌体を滅菌生理食塩水にMacFarand 1 の濃度に調

製し，0.025mLをミューラーヒントンブイヨン 12mL
に加え接種用菌液とした．菌液接種後直ちに 35℃で
16-20 時間培養を行った．
判定は，DPA併用時のCAZのMICが CAZ単独

のMICよりも 8倍以上低下した場合，または，DPA
併用時の IPMのMICが IPM単独のMICよりも 8倍
以上低下した場合を陽性とした．陽性と判定されな
かったものについては，CAZ単独のMICが 64µg�mL
を超え，DPA併用時のMICが 32µg�mL以上の場合
および IPM単独のMICが 32µg�mLを超え，DPA併
用時のMICが 16µg�mL以上の場合は，MICの低下
が 8倍以上であるかどうか判断できないので，判定不
能とし，CAZ 64µg�mL以下または IPM 32µg�mL以
下で，DPA併用時のMICの低下が 8倍未満であった
場合は陰性とした．Metallo-β-lactamase 産生株であっ
ても IPMのMICは高くならない株が存在するため，
IPMによる陰性の結果は採用しないこととし，最終
判定は，CAZまたは IPM陽性の場合は，metallo-β-
lactamase 産生株とし，CAZ陰性かつ IPMが陽性で
ない場合をmetallo-β-lactamase 非産生株とし，CAZ
判定不能かつ IPMが陽性でない場合は判定不能とし
た．
2）メタロ-βラクタマーゼ SMA‘栄研’（SMA，栄

研化学）
菌液は滅菌生理食塩水にMacFarand 0.5 の濃度に

調製し，ミューラーヒントン寒天培地上に滅菌綿棒で
均一に塗布した後ディスクを置き，35℃で 16～18 時
間培養を行った．判定は，MAA含有ディスク近接時
のCAZまたは IPMの阻止円の長径が，CAZまたは
IPM単独の阻止円径よりも 5mm以上増大した場合を
陽性とした．CAZまたは IPMの阻止円形成が認めら

感染症学雑誌 第80巻 第 4号

392 重高 正行 他



Fig. 1 Disk diffusion test using SMA disk.

 S : 3 mg of mercaptoacetic acid ; C : 30μg of ceftazidime ; I : 10 μg of imipenem.

A and D : non-metallo-β-lactamase producer, B, C, E and F : metallo-β-lactamase producer 

Table 1 The criteria of Metallo-β-lactamase production by different methods

CICSMADPD
Metallo-β-lactamase production

Test CVATest MBLTestⅠIPMCAZIPMCAZ

＋－＋
＋，－，NA＋＋，－，NA＋Positive

＋－，NA＋－，NA

－－－
－，NA－－，NA－

Negative

－＋＋

＋＋＋
－NA－NANot assessable

NANANANA

＋，positive；−，negative；NA，not assesable

See text about the criteria of each methods

DPD：Dry plate“Eiken DPD1”

SMA：Metallo-β-lactamase“SMA Eiken”

CIC：Cica βTest

れず（＜6mm），MAAディスク近接時の阻止円径の
増大が 5mm未満の時は，判定不能，CAZまたは IPM
単独の阻止円形成が認められ（＞6mm），MAA併用
時の阻止円径の増大が 5mm未満の場合は陰性とし
た．最終判定は，CAZまたは IPMのいずれかが陽性
と判定されたものをmetallo-β-lactamase 産生株と
し，CAZが陰性かつ IPMが陽性でない場合をmetallo-
β-lactamase 非産生株とし，その他は判定不能とした
（Fig. 1）．DPDと同様の理由により，IPMの陰性結
果は採用しなかった．
3）シカベータテスト I�MBL（CIC，関東化学）

塗布する菌量については添付文章中に特に記載はな
いが，過剰になると擬陽性となり，少なすぎると偽陰
性となる可能性があるため，定量白金耳の 1µL を用
い，1白金耳の菌量を採取しろ紙面全体に塗布した．
塗布後，室温に放置し 15 分後に判定を行った．
判定は，テスト Iに菌を塗布し，15 分以内に変化

が認められないものをmetallo-β-lactamase 非産生
株，テスト Iが赤変し，テストMBLでは赤変せず変
化が認められなかった場合を，metallo-β-lactamase が
MBLにより阻害を受けたと判断されるため，metallo-
β-lactamase 産生株とした．また，テスト Iが赤変し，
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Table 2 Results of metallo-β-lactamase detection by different methods

 No. of strain 
identified as 
MBL-puoducer
（%） 

No. of strain

Methods

Not assesableNegativePositive

Pseudomonas spp.

PCR positive（n＝38，IMP-1：37，IMP-2：1）

38（100）0038CIC

   SMA

37（97.5）2036CAZ

12224IPM

   DPD

38（100）1037CAZ

0830IPM

   Agar dilution

38（100）0038CAZ

02117IPM

   PCR negative（n＝8）

 0（0）080CIC

   SMA

 0（0）710CAZ

530IPM

   DPD

 0（0）530CAZ

440IPM

Agar dilution

 0（0）080CAZ

080IPM

   Escherichia coli

 PCR positive（n＝3，IMP-1：3）

 3（100）003CIC

   SMA

 3（100）003CAZ

003IPM

   DPD

 3（100）003CAZ

030IPM

 Agar dilution

 3（100）003CAZ

030IPM

See text about the criteria of each method.

DPD：Dry plate“Eiken DPD1”

SMA：Metallo-β-lactamase“SMA Eiken”

CIC：Cica βTest

テストMBLも赤変した場合は，さらにテストCVA
を用い，陰性であった場合は，ESBL（基質特異性拡
張型 β-lactamase）産生株と考え，metallo-β-lactamase
非産生株とした．また，すべてが赤変した場合は，塗
布する菌体量を減らして再試験を行い，それでもいず
れも陽性であった場合は，判定不能とした．ただし，
テスト IおよびテストMBLの両方が赤変した場合で
もその変色の度合いに明らかな違い（テストMBLで
赤変が少ない）が認められたときは，metallo-β-
lactamase 産生株と判定した．テストMBLは，阻害
剤含有により，metallo-β-lactamase の影響を阻止する
ものであり，酵素量が過剰であれば，阻害剤を含有し
ていても，多少のHMRZが分解され，赤変する可能

性があるからである．
結 果

PCR，SMA，CIC，DPDおよびMPAを用いた寒
天平板希釈法によるmetallo-β-lactamase の判定結果
をTable 2に示す．IMP-1 または IMP-2 産生 Pseudo-

monas spp. は SMAディスクとCAZディスクとの近
接によって 38 株中 36 株（94.7％），IPMディスクで
は 24 株（63.2％）が陽性と判定され 2つの薬剤のい
ずれかの併用効果が認められたものは，37 株（97.4％）
であった．Rpa 2821 株は両方の薬剤ともにMAA含
有ディスクの併用の有無にかかわらず阻止円は認めら
れず判定不能であった．シカベータテストでは，Rpa
1871 株のみテスト IおよびテストMBLの両方とも赤
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Table 3 The raw data of strains that the results of ceftazidime or imipenem was not assessable when Dry plate“Eiken DPD1”

was perfomed

Agar dilutionDPDSMA

CICPCR
Result

MIC（μg/mL ）

Result

MIC　（μg/mL ）

Result

Zone diameter（mm）

IPM
＋
MPA

IPM
CAZ
/
MPA

CAZ
IPM
＋
DPA

IPM
CAZ
＋
DPA

CAZ
IPM
＋
MAA

IPM
CAZ
＋
MAA

CAZ

P.aeruginosa

－25612832128－＞8＞321664NA＊＊＜＿ 6＜＿ 610＜＿ 6＊--Rpa 812

－12864128256NA＞8＞32＞16＞64NA＜＿ 6＜＿ 6＜＿ 6＜＿ 6--Rpa1478

－25612864128NA＞8＞32＞16＞64NA＜＿ 6＜＿ 6＜＿ 6＜＿ 6--Rpa1729

－6432128128NA＞832＞16＞64NA＜＿ 68＜＿ 6＜＿ 6--Rpa1878

－6432128256NA416＞16＞64NA99＜＿ 6＜＿ 6--Rpa3606

－6432128256NA816＞16＞64NA1010＜＿ 6＜＿ 6--Rpa3609

－321664256－4161664NA888＜＿ 6--Rpa4227

＋3212864＞256＋4＞32＞16＞64 ＋11＜＿ 6＜＿ 6＜＿ 6＋＋（IMP-1）Rpa1229

＋64＞25664＞256＋8＞3216＞64NA＜＿ 6＜＿ 6＜＿ 6＜＿ 6＋＋（IMP-1）Rpa2821

DPD：Dry plate“Eiken DPD1”

SMA：Metallo-β-lactamase “SMA Eiken”

CIC：Cica βTest

CAZ, ceftazidime；DPA, dipicolic acid；IPM, imipenem；MPA, 2-mercaptopropionic acid；MAA, mercaptoacetic acid
＊：no inhibitory zone
＊＊：not assesable

変が認められ，テストCVAでも赤変を認めたが，そ
の変色の度合いは明らかにテストMBLで少なく，
metallo-β-lactamase 産生株と判定できた．その他の株
は，テスト Iのみ陽性と判定され，全株metallo-β-
lactamase 産生株と判定できた．DPDでは CAZで 38
株 中 37 株（97.4％），IPMで は 30 株（78.9％）が 陽
性となった．CAZで判定不能となった 1株は，IPM
では陽性と判定され，DPDにより全株metallo-β-
lactamase 産生株と判定された．寒天平板希釈法では
CAZおよび IPMの最高濃度を 256µg�ml としている
ため，MPAと CAZとの併用ですべて陽性と判定可
能であり，IPMでは 17 株（44.7％）が陽性その他は
陰性と判定された．

E. coli 3 株は CAZにより，SMA，DPDともに陽
性と判定されたが，DPDの IPMでは単独のMICが
1µg�mL以下と低いため阻害剤の併用にかかわらず
MICの低下は認められず陰性と判定された．CIC で
は 3株とも陽性と判定された．
metallo-β-lactamase 非 産 生 CAZ耐 性 8株 で は

SMAで，1株metallo-β-lactamase 非産生株と判定で
きたが，7株は判定不能，DPDで，3株非産生株と判
定できたが，5株判定不能となり，CIC ではすべてが
陰性となった．またCAZ 256µg�mLまで測定した寒
天平板希釈法では，すべてが陰性と判定できた．
SMAまたはDPDでの CAZの結果が判定不能と

なった 9株の結果をTable 3に示す．判定不能の理由
は，CAZのMICが高いため，SMAでは阻害剤を併
用した場合でも阻止円が形成されないかわずかであ
る，DPDでは，測定範囲を超えてしまうため，阻害

剤の効果をみることができないことであった．Rpa
1229 株は，SMAおよびDPDとも CAZでは判定不
能であったが，IPMでmetallo-β-lactamase 産生株で
あると判定可能であった．これらの株は，最高濃度 256
µg�mLまで測定したMPAと CAZの併用試験によ
り，すべて，相乗作用の有り無しを判定可能であった．
いずれの方法でも，偽陰性，偽陽性を示す株は，存在
しなかった．

考 察
本検討で用いたMetallo-β-lactamase は，PCRによ

り，IMP-1 陽性 38 株，IMP-2 陽性 1株である．IMP-
1 の PCR primer は，melting temperature を forward
側と reverse 側で揃えるため，Senda ら１０）の primer
と 1 塩基異なる場所に設定している．これまでにひび
き臨床微生物研究会共同研究にて，この primer を用
いて 400 株以上の CAZ耐性株から，IMP-1 陽性株を
検出しているが，阻害剤併用により，metallo-β-
lactamase 陽性と判定された株は，IMP-2 産生株およ
び Stenotrophomonas maltophiliaや Chryseobacterium属
などの染色体上にMetallo-β-lactamase を有している
株以外は，すべて，IMP-1 陽性株であった．
Goto ら５）により，各種メルカプト化合物がmetallo-

β-lactamase の特異的阻害剤であることが報告され，
Arakawa ら１１）により，MPAディスクとCAZディス
クとを隣接して使用することにより，metallo-β-
lactamase を検出することが可能であることが報告さ
れた．メルカプト化合物のメルカプト基がmetallo-β-
lactamase の酵素活性の主体となる亜鉛と結合するこ
とにより，加水分解活性を阻害するものであり，serine
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β-lactamase である class A，class C，class D β-
lactamase の活性は阻害しない．さらに栄研化学によ
り改良されてメルカプト化合物として乾燥ディスク中
で安定であり，かつ酵素活性を阻害する濃度で，細菌
に対して発育阻害の少ないMAAを使用した製品
SMAが開発された．SMAは今回使用したmetallo-β-
lactamase 陽性 41 株中 CAZと併用することにより，
39 株（95％）が検出可能であり，さらに IPMとの併
用試験を追加することにより，40 株（97.6％）検出す
ることが可能であった．検出できなかった 1株も判定
不能株であり，偽陰性となった株は存在しなかった．
また，metallo-β-lactamase 非産生 CAZ耐性株では，
高度耐性株を用いたため判定不能となる株が多くを占
めたが，偽陽性となる株は認められなかった．判定不
能となった株は，CAZ単独でいずれも阻止円は認め
られず，MAA含有ディスクと近接した場合の阻止円
の増大が 5mm未満の株であった．これは，市販ディ
スクのCAZの含有量が 30µgであるため，class C β-
lactamase を同時に大量に産生している株では阻止円
の形成が認められないためであり，SMAの限界であ
ると考えられた．寒天平板希釈により，CAZのMIC
を 256µg�mLまで測定したところ，阻害剤との併用に
より，MICの低下を確認可能であったため，CAZの
含有量が 10 倍程度のディスクを使用すれば，検出可
能であるが，このようなディスクの市販は現実的では
ない．
DPAはキレート形成試薬であり，メルカプト化合

物と同様metallo-β-lactamase の亜鉛を奪うことによ
り，酵素活性を阻害する．ドライプレート‘栄研’DPD
1 は，CAZおよび IPM単独およびDPA 400µg�mLず
つ添加したもののMICを比較し，3管以上低下する
ものをmetallo-β-lactamase 産生株と判定するもので
ある．今回使用したmetallo-β-lactamase 陽性 41 株中
CAZと併用することにより，40 株（97.6％）が検出
可能であり，さらに IPMとの併用試験を追加するこ
とにより，全株（100％）検出することが可能であっ
た．metallo-β-lactamase 非産生 CAZ高度耐性株で
は，判定不能となる株が多くを占めたが，偽陽性とな
る株は認められなかった．判定不能となった株は，
CAZ単 独 のMICが＞64µg�mL，CAZと DPA併 用
した場合のMICが＞16µg�mLであった株であった．
これらの株の寒天平板希釈法によるCAZのMIC
は，128-256µg�mLであり，CAZの最高濃度を上げる
ことにより，metallo-β-lactamase 陰性と判定すること
が可能であった．metallo-β-lactamase は，carbapenem
系抗菌薬である IPMを分解可能であるが，IPMは菌
体内透過速度が速い１２）ため，なんら透過障害がない場
合は，たとえmetallo-β-lactamase 産生株であっても

MICはほとんど上昇しない．事実 IMP-1 産生 E. coli

3 株に対する IPMのMICは 1µg�mL以下であり，P.

aeruginosaでも 8µg�mL以下を示す株が存在した．こ
れらの株では，阻害剤を併用しても，MICの低下や
阻止円径の増大は少なく，metallo-β-lactamase 陰性と
判定されてしまう可能性がある．したがって，IPM
により，陽性と判定された株は，metallo-β-lactamase
保有株と考えられるが，陰性と判定された場合は，必
ずしもmetallo-β-lactamase 非産生株であるとは判定
できない．CAZは，metallo-β-lactamase により効率
よく分解されるため，陽性，陰性の判定は，すなわち
metallo-β-lactamase 保有，非保有と考えられる．緑膿
菌や腸内細菌科の菌種の多くは，染色体上にAmpC
β-lactamase をコードする遺伝子を保有しており，ま
た，TEM-1 に代表されるプラスミド性のClass A β-
lactamase を産生する株が多い．これらの複数の β-
lactamase 産生している株においても，Metalloβ-
lactamase 産生株かどうかは院内感染対策上，検出
し，報告する必要があると考える．むしろ，産生量に
は違いはあるもののAmpC β-lactamase を産生してい
ない緑膿菌はほとんどいない．判定不能株は，AmpC
β-lactamase が大量に産生されていると考えられ，
AmpC β-lactamase 産生によりCAZのMICが高く
なっているため，CAZの濃度を高くした寒天平板希
釈法にて，ようやく確認が可能となったと考えられ
る．しかしながら，同時産生株で検出感度が下がらな
いようなキットが求められているので，今回の検討で
は，AmpC β-lactamase 大量産生株などの複数の β-
lactamase を産生する株を含むCAZ耐性株を用いて
検討した．
シカベータテスト I�MBLはニトロ基を有する

cephalosoporin HMRZ-86１３）が基質試薬であり，この化
合物は β-lactamase に非常に安定であるが，ESBLお
よびmetallo-β-lactamase で容易に加水分解され発色
が起こることを利用したものである．シカベータテス
ト Iには，HMRZ-86 が，シカベータテストMBLに
はさらにMAAが，シカベータテストCVAには，cla-
vulanic acid が添加されており，ESBLとmetallo-β-
lactamase の検出が可能である．今回使用したmetallo-
β-lactamase 陽性 41 株は，全株（100％）検出するこ
とが可能であった．metallo-β-lactamase 非産生 CAZ
高度耐性株では，すべて陰性となり，感度，特異度と
も 100％であった．Metallo-β-lactamase および ESBL
同時産生株では判定不能となると考えられるが，今回
は存在しなかった．偽陽性を示した株は存在しなかっ
たが，metallo-β-lactamase 産生量の多い株では，MAA
が含有されている場合でもわずかに赤色に変化するも
のが存在したが，阻害剤非含有の場合と比較すると明
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らかに差を認めたため，metallo-β-lactamase 陽性であ
るとの判定は可能であった．しかしながら，塗布する
菌体の量が少ないと基質を分解せず偽陰性になる可能
性があり，また，菌体の量が過剰であると，阻害剤含
有の基質も分解してしまい，判定不能となる可能性が
あり，注意が必要であった．
Metalloβ-lactamase 産生性を疑うのは，CAZなど

のセフェム系薬剤が高度耐性の場合であり，それ以外
の株を陰性対照として用いる必要はないと考えたた
め，本検討は，metall-β-lactamase 産生株を中心に実
施し，非産生株は，P. aeruginosa 8 株のみを使用した．
原理的にも，DPA，EDTA，SMAで偽陽性となるケー
スは考えられず，実験コストのことも考え，最小限と
した．陰性対照とした株は，CAZ高度耐性株ではあ
るが，偽陽性を示す株は，いずれのKit においても存
在せず，本検討の目的は十分果たしていると考える．
他の菌種やプラスミド性の特殊なClass C β-
lactamase を産生する株についての検討も価値があ
り，必要と考えるが，今後の検討課題であると考えて
いる．
検討に用いた市販 3種類のmetallo-β-lactamase 確

認セットはいずれも今回使用したmetallo-β-lactamase
産生株の 97.6％以上を検出可能であり，陰性，陽性，
判定不能の定義を明確にしておけば，判定不能株は存
在するものの，偽陰性，偽陽性は存在せず，非常に優
れた方法であると考えられた．SMAは，ディスク拡
散法という細菌検査室では慣れた手技を用いる方法で
あり，さらに安価であることを考慮するとルチンで実
施可能な方法であると考えられる．また，ディスク法
や微量液体希釈法では 16 時間以上を要するが，CIC
は多少手技的に熟練を要するものの，わずか 15 分で
判定が可能であり，迅速検査として有用性は高いと考
えられた．また，CAZ高度耐性株に対して，SMAや
DPDでは判定不能となる場合にはCIC は有用であ
る．また，一度metallo-β-lactamase 産生株が分離さ
れた患者から，同一菌種が分離された場合の検査には
CIC は有用であり，陽性であった場合は，感受性測定
を省略できる場合もあると考えられる．
Metallo-β-lactamase 産生 P. aeruginosaは多剤耐性株
であることが多く，今回使用した 33 株中 29 株
（87.9％）は，改正後の感染症法の 5類感染症に指定
されている薬剤耐性緑膿菌感染症の基準を満たす多剤
耐性株であった．このような株では，有効な薬剤は存
在せず，また，metallo-β-lactamase 遺伝子は多くの場
合プラスミド上に存在するため，病原性の強い株へ伝
播したり，異菌種へ伝播したりする可能性があり，病
院内での伝播を防ぐことが最も重要である．そのため
にも，これらのmetallo-β-lactamase 検出セットを適

切に使用し，早期に報告することは細菌検査室として
重要である．
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Comparison of 3 Commercial Metallo-β-lactamase Detection Kits

Masayuki SHIGETAKA１）２）, Tetsuro MURATANI２）３）, Tomoko KOBAYASHI２）４）

Kohei OHKUBO２）& Tetsuro MATSUMOTO３）
1)Department of Clinical Laboratory, Chikuho-Rosai Hospital, 2)Hibiki Research Group for Clinical Microbiology, 3)De-
partment of Urology, School of Medicine, University of Occupational and Environmental Health, 4)Kyurin Corporation

Using 41 metallo-β-lactamase producing isolates and 8 metallo-β-lactamase nonproducing and ceftaz-
idime-resistant isolates from Kyushu Island, metallo-β-lactamase was detected by 3 commercial metallo-β-
lactamase detection kits, which were Metallo-β-lactamase SMA Eiken (SMA, disk diffusion, Eiken Chemical
Co.), dry plate Eiken DPD1 (DPD, two-fold serial broth microdilution, Eiken Chemical Co). and Cica β test I�
MBL (CIC, coloring reaction, Kanto Chemical Co.). Detection rate by SMA, DPD, and CIC was 97.5, 100, and
100％. Neither method used in this study produced false-positive or false-negative results. The rates of met-
allo-β-lactamase nonproducer identification were 37.5％, 62.5％, and 100％ for the SMA, DPD, and CIC kits,
respectivily.

These three methods have the following features, SMA is useful for routine work because SMA utilizes
disk diffusion, which is widely used by medical technologists, and it is the least expensive of the three kits.
CIC can detect metallo-β-lactamase after only 15 minutes and can determine the presence of non-metallo-β-
lactamase producers at a high rate. DPD can simultaneously identify the MIC of some agents. Consequently
these three metallo-β-lactamase detection kits were very useful for detecting metallo-β-lactamase producing
isolates.
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