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Sulfamethoxazole- Trimethoprim 合剤の嫌気性菌に対する抗菌作用

神谷春子 ・渡辺邦友 ・二宮敬宇 ・上野 一恵

鈴 木 祥 一 郎

岐阜大学医学部微生物学教室

Sulfamethoxazole- trimethoprim 合剤(ST合 剤)は,

細菌の核酸合成阻害作用をもつ2種 類の薬剤を合理的に

組み合わせることにより,抗 菌力の相乗的増加を意図 し

たものである。好気性菌に対する抗菌作用は種々検討さ

れているが,嫌 気性菌に対する抗菌作用は,Clostridium

Perfrimgens 1株 について,BUSHBY1)が 報 告 しているの

みである。私どもは嫌気性菌に対する抗菌作用を検討 し

たので報告する。

実 験 方 法

使用菌株は教室保存菌株ではGAM半 流動高層培地で

継代 したものである。臨床分離株は最近3年 間に臨床材

料より分離同定 したものである。使用 菌株 は表1に 示

す。

抗菌力測定法は寒天平板希釈法を用い,最 小発育阻止

濃度をもつて,感 受性をあらわした。

感受性測定培地は7.5%溶 血 馬 血 液 加 MUELLER-

HINTON agar (栄研)を 用いた。

被検菌株の増 菌用培 地 と して, MUELLER-HINTON

broth (Difco) に3%消 化血液2)を 加えたものを使用。

増菌用培地は110℃15分 間高圧滅菌後,急 冷し直ちに被

検菌をパスツール ピペットで接種 し,37℃20時 間嫌気

培養した。この培養菌液で,グ ラム陽性球菌は100倍,

グラム陽,陰 性桿菌は1000倍 に おのお の希釈 し,感 受

性試験用菌液とした。

菌の希釈液は,教 室常用希 釈液2) (KH2PO4 4.5g,

Na2HPO4・12H2O 6.0g, 塩 酸 システイン1g, Tween 80

1g, 寒天1g, 蒸溜水1L, pH7.2)を 用いた。

試験菌液を直径1mmの 白金耳で,感 受性測定培地に

約1cmの 長 さに画線塗抹した。嫌気培 養法は,stee 1

wool 法2) (CO2 20%, N2 80%環 境)で 行なつた。

判定は,37℃48時 間嫌気培養後,肉 眼的観察所見に

より,最 低発育阻止濃度(MIC)を 測定した。

TMPの 原液調製法は,TMP 800 mgに40 m1の プ

戸ピレングリコールを加え,完 全溶解 し原液とした。

SMXで は SMX 1280 mgに2N NaOHを 可及的小

量加えて溶解 し,蒸 溜水にて全量を40mlと したものを

原液とした。

TMPお よびSMXの 原 液は滅菌蒸溜水を用いて,2

倍希釈法で所要濃度の薬剤希釈液を調製した。ST合 剤

含有平板培地は次の方法で作製 した。シャーレに最終所

要濃度の20倍 濃度のSMX溶 液1mlを 加え,同 様にし

て20倍 濃度のTMP溶 液1m1を 加え,これに45℃ 前 後

に保温 した7.5%溶 血馬血液加 MUELLER-HINTON agar

18mlを 加えて,よ く混合した。 この方法で各種濃度の

組合せのST合 剤含有培地を作製 した。

SMXお よびTMPの 単独含有培地の作製は,ST合

剤含有培地作製法に準ずるが,一 方の薬剤の代 りに滅菌

蒸溜水を1ml加 えた。

ST合 剤 の好気的および嫌気環境に よるMICの 変動

の実験には,Staphylococcus aurms FDA 209P JC-1, 

Escherichia coli NIHJ JC-2 の標準菌株,な らびに尿路

感染症より分離 したEscherichia coli 17株 を使用した。

実 験 成 績

接種菌量によるMICの 変動

好気性菌ではST合 剤は接種菌量によつて,MICが

著 しく変動することが知られている。そこで,TMPお

よびSMXの おのおの単独薬剤含有培地において,嫌 気

表1 使 用 菌 株
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表2 接種菌量のMICに 及 ぼす影響
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性菌 の接 種 菌 量 に よ るMICの 変動 に つ い て検 討 した 。

被 検 菌 を3%消 化 血 液 加MuELLER-HINToN broth

(Difco)に24時 間嫌 気 培 養 した 。 こ の培 養 菌 を 希 釈 液 を

用 い て,10倍 希 釈 法 で10-3倍 ま で希 釈 した 。 原 液,10-1,

10-2,10-3倍 希 釈 菌 液 の1白 金 耳 量 を 薬 剤 含 有 培 地 に 画

線 塗 抹 した 。一 方,GAM半 流 動 高 層 培 地 の24時 間 培 養

菌 を そ の ま ま 白金 耳 で 画 線 塗 抹 培 養 した 。 この 場 合 の

GAM半 流動 高 層培 地 の生 菌 数 は 大 体 培 地1m1当 り109

～1010個 で あ る 。被 検 培地 は37℃48時 間 嫌 気 培 養 後

MICを 判 定 した 。 成績 は表2に 示 した 。

Clostridium septicumとPeptococcus variabilisの2

株 は 生 菌 数10s～109/m1の 菌液 の接 種 量 で はSMXお よ

びTMPのMICに 変 動 は な く,い ず れ も200mcg/ml

お よび100mcg/m1以 上 で あつ た 。SPhaeroPhorus ne-

crOPhorUS, Baeteroides fragilis, Bacteroides melani-

nogenicustお よび.Pseudomonas anaerobiusで はSMX,

TMP共 に接 種菌 量 の違 い に よつ てMICは 著 し く変 動

した 。Bacteroides fragilis(2360)株 は8×109/mlの

菌 液 で はSMXのMICは200mcg/ml以 上,TMP

50mcg/mlで あ るが,8×108/m1で はSMX6.25mcg/

ml,TMP6.25mcg/mlと な り,8×106/mlで はSMXは

3.13mcg/m1と 著 し く低 下 した 。Bacteroides fragilis

(生 見)株 では2×109/mlお よび2×108/mlで はSMX

200mcg/ml以 上,TMP12.5mcg/mlで あつ た が,2×

107/mlで はSMXO.19mcg/ml以 下,TMPO.05mcg

/ml以 下 とMICは 著 し く低 下 した 。SPhaeroPhorus

necrOPhorUS, Bacteroides meZaninogeniCUS,Peptostre-

ptococcus anaerobiusVこ お い て も接 種 菌 量 の減 少に よつ

てMICは 低 下 した 。

GAM半 流動 高 層培 地 発 育 菌 を 直 接1白 金 耳 量 接 種 し

た 場 合 は,Peptostreptococcus anaerobius以 外 の被 検 菌

株 では,SMX,TMPと もに108以 上 の接 種 菌 量 と同 様 に

MICは 高 く現 わ れ た 。GAM半 流 動 高 層 培 地 で は24時

間 培 養 で 培 地 中 の 生菌 数 は109～1010/mlと な る こ と か

ら考 え て,接 種菌 量 が 多 い た めMICが 高 く現 わ れ て も

当 然 で あ ろ う。Peptostreptococcus anaerobiusで は,他

の 被 検 菌 と 異 な り2×108/ml接 種 で,SMX200mcg/

ml以 上,TMP6.25mcg/mlで あ るが,GAM半 流 動

高 層 培 地発 育菌 の 直接 塗 抹 培 養 で もMICは,0.78mcg/

ml,0.19mcg/mlと 低 く現 わ れ た 。 この 菌 で は お そ ら

くGAM半 流 動 高 層 培 地 発 育 菌 の菌 数 が,菌 数 測 定 を

行 な つ て い な い が,107/ml以 下 で あ つ た もの と考 え られ

る。

嫌 気 性菌 が接 種 菌 量 に よつ てSMX,TMPに 対 す る

MICが 著 し く変 動 す る成 績 は好 気 性 菌 の 成 績 と よ く一

致 した 。した が つ て,以 後 の実 験 では 好 気 性 菌 に 準 じて,

嫌 気 性 グ ラ ム陽 性 球 菌(PeptOCOCCUS, PeptostreptOCOCCUS)

は3%消 化 血 液 加MuELLER-HINTON broth(Difco)の

24時 間 培 養 菌 の100倍 希 釈菌 液,嫌 気 性 グ ラム陽 性,陰

性 桿 菌(Bacteroides, SPhaerOPhorUS, Fusobacterium,

Clostridium, Catenabacterium, Corynebacterium)は

1000倍 希 釈液 を接 種菌 液 と して用 いた 。

SMX,TMPの 単 独 な らび に両 者 混 合 時(ST)の 抗 菌

作 用

Bacteroides fragilis, SPhaerOPhorus necroPhorus,

Clostridium PerfringensはSMX,TMPに 感 受 性 を

示 す 菌 株 が 多 い。 しか し,Veillonella, Peptococcus,

Peptostreptococcus, Catenabacterium, Corynebacterium

は耐 性 を示 す 。 一般 に嫌 気 性 菌 は 好 気 性 菌 と 異 な り,

TMPに 対 す る感 受 性 が低 い 。BUSHBY1)の 報 告 で も,

Clostridium perfringenstlこ 対 す るTMPのMICは50

mcg/mlで あ るが,好 気 性菌 に対 す るMICは 緑 膿菌,

結 核 菌 以 外 は 極 め て 低 い 。SMX,TMPの 嫌 気 性 菌 の

表3　 SMXお よびTMPの 嫌気性菌に対す

る抗菌作用
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MICの 成 績 は 表3に 示 す 。

STに つ い て は,表4に 示 す とお り,Peptococcus aero-

genes(PL-4)で は,単 剤 で,TMP100mcg/ml以 上,

SMX 800 mcg/ml以 上 で あ るが,STで は 最 小FIC

indexに お け るMICの 配 合 は,TMP3.13mcg/m1,

SMX 0.39 mcg/mlで,著 しい相 乗効 果 が 認 め られ た 。

Peptococcus variabilis(PL-7)に お い て も,TMP100

mcg/ml以 上,SMX 200 mcg/ml以 上 で あ る がSTで

は 最小FICindexのMICの 配 合 は,TMP 12.5 mcg/

ml,SMX 0.39 mcg/mlで 著 明 な相 乗効 果 が 認 め られ

た。 そ の 他 の 菌株 に つ い て は,一 方 の薬 剤 に感 受 性 で あ

れ ぽSTに 相 乗 的 効 果 が 認 め られ た 。 しか し,両 薬 剤 に

高 度耐 性 菌 株 で は,2,3の 菌 株 の例 外 を除 い て併 用 効 果

は期 待 で き ない 。

各 種 嫌 気 性 菌 に 対 す るSMX,TMPの 併 用 効 果 を 詳細

に 種 々検 討 した が,そ の うちPeptococcus aerogenes

(PL-4), Bacteroides fragilis(), SphaerOPhorus

necrophorus (2377), Clostridium perfringens(B5)

株 な ど代 表 菌 株 の成 績 を 表5,6,7,8に 示 した 。

好 気的 お よび 嫌 気 的 環 境 に よ るTMP,SMXお よ び

ST合 剤 のMICの 変 動

StaPhylococcus aureus, Escherichia coliの 標 準 菌 株

と,尿 路 感 染 症 か ら分離 したEscherichia coli 17株 に っ

いて 検討 した。 成 績 は 図1,2,3,4,5に 示 した 。

TMP単 独 培 地 に お け るEscherichia coli標 準 菌 株 の

MICは 好 気培 養 と嫌 気 培 養 で著 しい 変 動 は み られ な い 。

臨床分離株でも同様に著しい変動はみられなかつた。 し

かし,StaPhPtZococcus aureus 209-Pの 標準菌株では好気

培養でMICは0.39 mcg/mlで あるが,嫌 気培養 では

3.13mcg/mlと な り,グ ラム陽性球菌 では嫌気培養で

MICが 高 くなる。このブドウ球菌では3回 の実験 でも

同一成績 であった。SMX単 独 では,StaPhPtlococcus

aureus, Escherichia coli標 準菌株 ともに好気培養では

嫌気培養 よりMICが 若 干高 く現われる。臨床分離株で

表4　 STの 併 用 効 果

図1　 好気および嫌気培養によるTMPのMIC

の変動
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表5 Peptococcus aerogenes (PL-4)

図2 好気および嫌気培養によるTMPのMICの 変動 図3 好気 および嫌気培養によるMICの 変動
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は17株 中14株 がSMX200mcg/ml以 上に耐性であつて

詳細をみることができなかつたが,6.25mcg/ml以 下 の

感受性株の3株 では標準菌株と同様に若干 好気培養で

MICが 高 く現われる傾向にある。

STで は,TMPの 併 用 に よつ て,SMXのMICは 好

気 培 養 よ り嫌 気 培 養 で高 く現 わ れ る。 と くに, 0.05mcg

/m1, 0.10mcg/ml, 0.20mcg/mlとTMPの 添 加 量 が

多 くな るほ ど,こ の傾 向 は よ り強 くな る。

表6　 Bacteroides fragilis ( )
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表7  Spherophorus necrophorus (2377)

図4 好気および嫌気培養によるMICの 変動 図5 好気 および嫌気培養によるMICの 変動
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あ と が き

嫌気性菌のSTに 対する抗菌力は,接 種菌量によつて

著 しく影響を うける。STは SMXあ るいはTMPの 両

薬剤,あ るいは一方の薬剤に感受性菌株には明らかな相

乗効果が認められる。 しか し,両 薬剤に高度耐性菌株に

は著 しい併用効果は期待できないと思われる。
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表8 Cl. perfringens (B5)
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THE COMBINATION EFFECT OF TRIMETHOPRIM AND 

SULFAMETHOXAZOLE AGAINST ANAEROBES 

HAROKO KAMIYA, KUNITOMO WATANABE, KEIU NINOMIYA, 

KAZUE UENO and SHOICHIRO SUZUKI 

Department of Bacteriology, Gifu University, School of Medicine 

Bacteriostatic effect has been variously affected against anaerobesly to trimethoprim (TMP) and 
sulfamethoxazole (SMX) combination drug by inoculum size. 

We think that sensitive anaerobes to TMP or SMX have the enhanced activity by the combination of 
TMP and SMX, while high resistant anaerobes have not.


