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緒 論

KlebsiellaはPenicillin系 抗 生 剤 に 白然 耐性 を 有 す

るこ とで知 られ る グ ラム陰 性 桿 菌(Gram Ncgtive Rod:

GNR)で あ る。Klebsiella感 染 症 は,と くに 悪 性 腫 瘍,

血液疾 患,慢 性 消 耗 性疾 患 な どに 合 併 した場 合,難 治 性

かつ重 篤 で あ り,こ れ ら墓 礎 疾 患 の 予 後 を 左 右す る重 要

因子 とな る。 そ の 治 療 に は,現 在aminoglycoside系 抗

生 剤 と と も}こcephalosporin系 抗 生 剤 が 撰 択 さ れ る こ

とが 多 い。 と くに 後 者 は,毒 性 が 少 な い こ とか ら大 量に

投 与 され る 。

著 者 らは 本 論 文 で,ccphalosporin系 抗生 剤 の 単 独 お

よびgentamicinと の 併 用 効 果 をinvitroの 実 験 系 で

検 討 した 。 また,Klebsiella感 染 病 巣 に し ば しば 検 出 さ

れ る共 存 菌 を も含 めた 実 験 系 を 開 発 し,こ れ ら共 存 菌 の

臨床 的 意 義 を 考 察 した 。

実 験 材 料 お よ び 方 法

被 検 菌 株1972～1974年 に 慶 応病 院 中 央 検 査 科 微 生 物

部 に提 出 され た 臨 床検 体 か ら分 離 し たEscherichia coti

12株,Klebsiella pneumoniae 20株,Fnterobacter spp.

18株 お よびSerratia 18株 を 用 い た 。 分 類 はEDWARDS

& EWING1)に 準 じ て 行 な った 。

抗 生 剤cephalothin(CET:塩 野 義),cephaloridine

(CER:塩 野 義),cefazOlin(CEZ=藤 沢)お よびgenta-

micin(GM:Shering)の 各 標 準 品 を 各製 薬 会社 か ら 提

供 を うけ 使 川 した 。

な お,抗 生 剤 等 の希 釈 にはpH7.2の 燐 酸 緩 衝 液 を 用

い た 。

培 地 はHeart Infusion Agar-Bacto(HIA=Difco)お

よびHeart Infusion Broth-Bacto(HIB:Difco)を 使

用 した 。

Klebsiella感 染 病 巣 に お け るGNRの 共 存 効 果 の

invitroで の 検 討Klebsiellapneumoniaeの1菌 株 の

1夜 培 養 菌 液 を 洗滌 し,菌 浮 遊 液 を 作 製 した 。 つ い で こ

の 菌 液 をHIAに 混 釈 し(HIA中 の 生 菌 数 は 約107/ml),

2段 階 濃 度 に 希 釈 したCETと と もに ペ ト リ皿 に 分 注 し,

固 化 した)さ らに,こ れ ら寒 天 平板 上 に,共 存 菌 と して

各 種GNRの1夜 培 養 菌液 の 原 液 を 接 種(菌 数105～

106)し て,37℃,48時 間 の 培 養 を 行 な っ た 。

CET濃 度6.25μg/ml以 下 で は 寒 天 平 板 全 体 にK.

pneumoniaeの 集 落 が 出 現 した 。CETl2.5μg/ml以 上

で は 寒 天 平 板 上 の共 存 菌 と し て接 種 され た 菌 が 形 成 した

集 落 の 周 囲 に,寒 天 平 板 内に 混 釈 され たK. pneumoniae

がsatellitecolonyを 形 成 した(Fig. 1)。 本 論 文 で は,

これ らsatellite colOnyの 出現 が 認 め られ な くな る最 小

CET濃 度 を"MIC (minimal inhibitory concentration)

of cephalothin in the presence of coexistent orga- 

nism"と 定 義 した 。 す な わ ち,こ の 値 は 共 存 菌 存 在 下 に

お い て,指 標 菌 で あ るK. pneumoniaeの 発 育 を 完 全 に

阻 止 し う る最 小CET濃 度 を 表 わ す 。

最 小 発 育 阻 止 濃 度(minimal inhibitory concentra-

tion=MIC)の 測 定 に は 寒 天 平 板 希 釈 法 を 用 い た 。 な お,

接 種 菌 は 被 検 菌 のHIBl夜 培 養 菌 液 の 原 液 と した 。

CEZとGMの 単 独 お よび 併 用 に よ る 抗 菌 力 の 比 較

CEZとGMの 両抗 生 剤 に つ い て2段 階 希 釈 液 を つ く り,

該 当 す る各 抗 生 剤 濃 度 の 組 合 わ せ を有 す る寒 天 平 板 系 列

を 作 製 した 。 そ して 固 化 後 直 ち に,被 検 菌 のHIB1夜

培 養 菌 液 の原 液 を 寒 天 平 板 上 に 接 種 し,37℃,18時 問

Fig. 1 Photograph of the effect of coexistent orga- 

nisms. 

The basal agar plate contained 200μg/ml 

of cephalothin as well as cells of Klebsiella 

pneumoniae (cell count 107/ml). After the 

incubation at 37℃ for 48 hours, two large 

round colonies of Enterobacter cloacae (repre- 

senting coexistent organisms) are visible on the 

plate accompanicd by small satellite colonies 

of K. pneumoniae around them. 
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培養後,MICの 測定法に準じて,各 抗生剤濃度の組合

わせで発育が阻止 される菌株数を算出した。なお,複 数

菌株を対象としたchessboardに は,該 当するCEZお

よびGMの 濃度 の組合わせで発育 が 阻 止 され たK

Pneumoniaeの 菌株数を累積数字で表わした。

実 験 成 績

Klebsiella感 染 病巣 に おけ るGNRの 共存効果の

invitroで の検討(Fig.2)

寒 天平板内に播種 された 指 標 菌Kpnenmoniaeは

CET濃 度6.25μg/ml以 下では,平 板全体に集落を形

成 した。しか し,CET12.5μg/ml以 上 の濃度では,平

板上に形成された共存菌集落の周囲に だけ,CETが 一

定濃度以下の条件において,K. Pnenmoniaeがsatellite

colony(衛 星集落)と して認め られた(Fig. 1)。Fig. 2

に 示すように,こ れら共存効果は と くにEnterobacter

spp., Serratiaに おいて著 しく高 く,Enterobacterspp.

は18株 中16株 が,Serratiaは18株 中10株 が1,600

μ9/mlま たはそれ以上を示 した。E. coliは50～200μg/

mlを 示す菌株が多かった。これら数値はすなわち,こ

れ ら共存菌の存在下で,指 標菌 で あ るK. Pneumoniae

の発 育を完全に阻止するのに必要な最小CET濃 度 を表

わす ものと理解 された。

MICと"MIC of cephalothin in the presence of

coexistent organism"と の 関 係(Fig. 3)

共 存 菌 と して用 い たE. celi, Enterebacter spp., Ser-

ratiaに つ い て,MIC値 と"MIC of cephalothin in the

presence of coexistent organism"値 と の関 係 を検 討

した 。E. coliで は,一 般 にCETに 耐 性 で あ る ほ ど後

者 の値 も高 か った 。Enterobacter spp., Serratiaは 全株

がCET1,600μg/ml耐 性 で あ り,そ の 多 くで 該 当 数値

も著 し く高 く,両 数 値 間 に 密接 な 関 係 が 認 め られ た。 し

か し,Serratiaの 一 部 に,CETに 高 度 耐 性 で あ りな が

ら,こ の よ うな 現 象 を全 く示 さな い 菌 株 が 存在 す る こ と

も,ま た 注 目 され た 。

各 種cephalosporin系 抗 生 剤 のK.pneumoniaeに

対 す る抗 菌 力 の 比 較(Fig. 4)

CET, CER, CEZのK. Pneumoniae 25株 に 対 す る 抗

菌 力 を 比 較 した 。CETで はMICの ピ ー ク が12.5μg/

mlで あ った 。CERは6.25お よび50μg/mlと2峯 型

を 示 した 。 これ に 対 し,CEZで は そ のMICの 主 峯 が

3.13μg/mlに あ り,前2者 に 比 べ て,さ ら に す ぐれ た

抗 菌 効 果 を有 す る こ とが 確 認 され た 。

CEZとGMの 単 独 お よび 併 用 効 果 の 検 討(Fig. 5)

Fig. 2 Effect of coexistent organisms on surviving 
cells of Klebsiella pneumoniae in the presence 
of cephalothin. 

Heart infusion agar plates containing two- 
fold dilutions of cephalothin and cells of a 
strain of K. pneumoniae (cell count approxi- 
mately 107/ml) were prepard. The minimal 
concentration of cephalothin at which no 

growth of K. pneumoniae appeared around 
and under each of the colony of coexistent 
orgnism on the plates was defined as "MIC of 
cephalothin in the presence of coexistent orga- 
nism". Dotted zone represents the concentra- 
tion (cephalothin 12. 5 mg/m1)at which no effect 
was observed in the presence of coexistent 
organisms. 

Fig. 3 Comparison of "MIC of cephatothin in the 

presence of coexistent organism" and minimal 
inhibitory concentration. 
The two values were compared in three spe- 

cies of gram negative organism. The agar 

plates contained serial two-fold dilutions of 
cephalothin and cells of a strain of Klebsiella 

pneumoniae (cell count approximately 107/ml). 

Fig. 4 MICs of cephalosporin antibiotics for 25 str- 

ains of Klebsiella Pneumoniae. 
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K. Pneumoniae 20株 に つ い て,CEZとGMの 各 種

濃度 の組 合 わ せ で 発 育 が 阻 止 さ れ た 菌 株 数 をchess-

boardに 累 積 数 字 で 表 わ した 。 そ の 結 果,こ れ ら両 抗生

剤がK.Pneumoniaeに 対 し,相 乗 効 果 を 有 す る こ とが

証 明 され た 。す な わ ち,K. Pnenmoniae全 株 の発 育 を 阻

止す るた め に,CEZ単 独 で は50μg/mlま た は そ れ 以

上,GMで は1.56μg/mlが 必 要 で あ っ た 。 しか し,こ

れ ら両 抗 生剤 の 併 用 に お い て はCEZ6.25～12.5μg/ml

とGM 0.2～0.39μg/mlと い う比 較 的 低 濃 度 の 組 合 わ

せで,被 検 菌 の ほ ぼ 全 株 の発 育 を 阻 止 しえ た 。

考 按

重 篤 な基 礎 疾 患 を 有 す るKlebsiella感 染 症 の 治 療 に

は,昨 今,cephalosporin系 抗 生 剤 お よびaminoglyco-

side系 抗 生 剤 が 単独 ま た は 併 用 で 用 い ら れ る こ と が 多

い。 な かで も,cephalosporin系 抗 生 剤 は 毒 性 が 少 な い

ことか ら大 量 に 投 与 され る。

い っ ぼ う,Klebsiellaを 初 め と してGNRの 多 くは,

主 と して β-lactamase (penicillinase, cephalosporinase)

か らな る 抗 生 剤 不 活 化 物 質 を 産 生 し,penicillin系 抗 生

剤,cephalosporin系 抗 生 剤 な ど の β-lactam系 抗 生 剤

を不活 化す る こ とが 知 られ て い る2～5)。 さ らにKlebsiella

感 染病 巣 に は.Pseudomonas aernginosa, E. coli, Entero-

bacter spp., Serratia, Proteus spp.な ど 他 種 のGNR

を も同時 に検 出 す る こ とが 少 な く な い 。 これ ら菌 種 は

E. coliを 除 けば,一 般にcephalosporin系 抗生剤 に 高

度耐性であり,そ の共存が抗生剤療法に対 して何らかの

影響をもたらすであろうことが予想される。

著者 らはinvitroの 実験系を用 いて,Klebsiellaに

対するCET療 法における菌共存の意義を明 らか に し

た。すなわち,共 存菌 としてEnterobacter spp., Ser-

ratia等 が認められる場合には,1,600μg/mlま たは そ

れ以上 とい う高濃度のCET存 在下でさえ も,CET感

受性Klebsiellaの 発育を阻止 し得なかった。この よう

な現象は,共 存菌としてのEnterobacter spp., Serratia

が産 生する主 として β-lactamaseか らなる抗生剤不活

化物質が,寒 天平板内に含有されていたCETを 不活化

し,そ の結果,平 板内に生存 しつづ け たKlebsiellaが

集落を形成したためと理解 され た。また,E. coliに お

いても,CETに 耐性となるに従がい,そ の 共 存 効 果

"MICofcephalothin in the presence of coexistent 

organism"値 が上昇 したことは,こ れらE. coliのCET

耐性 が,抗 生剤不活化物質に関係することを示すと同時

に,CET耐 性菌を共存菌として検出するKlebsiella感

染 症に対するCET単 独療法の難かしさを物語る。しか

し,Serratiaの 一部菌株において,CETに 高度耐性で

あるにも拘らず,こ のような共存効果がみられなかった

ことは,こ れ らの菌株でのCET耐 性 機構 が必 ず しも

CET不 活化物質の産生にだけ よるものでないことを示す

ものであろ う。なお,今 回の実験で平板上に共存菌 とし

て接種 した菌数は105～106で あ ったが,接 種菌数を101

～102と 減 少しても同様の成績が得られた(著 者ら,未

発表)。

臨床における病巣内共存菌の意義に 言 及 したMAD-

DoCKSら の報告6)は,菌 種,抗 生剤の差異は有 っても,

著者らのinvitroで の成績と軌を一にす るもの と考 え

られる。

著者らはさきにKlebsiellaに 対するCETとGMの

併用効果がそれぞれの抗生剤の単独使用 に 比 べ て,静

菌,殺 菌作用ともにす ぐれた効果をもたらすことを報告

した7)。今回はさらに本論文におい て,よ り有効な併用

抗生剤検討の一環 として,cephalosporin系 抗生剤 のう

ち,CET, CER, CEZの 抗菌力を比較 した。そ して,CEZ

がK. Pneumoniaeに 対 し,ひ じょうにす ぐれ た抗菌力

を有す ることを知った。そこで,CEZとGMと の併用

効果をinvitroで 検討 し,chessboardに 表 わ し,両

抗生剤間にK. Pnenmoniaeに 対 して相乗効果が成立す

るのを認めた。単独ではK. Pnenmoniaeの 発 育を阻止

す るためにCEZ50μg/mlま た はそれ以上 が,GMで

は1.56μg/mlが 必要であった。 しか し,こ れら両抗生

剤を併用する こ とによって,CEZ6.25～12.5μg/ml,

Fig. 5 Effect of cefazolin and gentamicin used alone 

or in combination on 20 strains of Klebsiella 

pneumoniae. 
Antibacterial activities were determined 

by the agar plate method. Undiluted overnight 

broth cultures of 20 strains of Klebsiella pneu-

moniae were employed as the inocula. In the 

chess board, strains inhibited by the combina- 

tions in concentrations of cefazolin and genta -

micin were displayed in cumulative numbers. 

□all of 20 strains inhibited 

□none 
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GM O.2～0.39μg/mlと い う,比 較 的 得 や す い これ ら両

抗 生 剤 の血 中 濃 度 に 相 当す る組 合 わ せ で,被 検K. Pnen-

moniaeの ほ ぼ全 株 の 発 育 を 阻 止 しえ た こ と が 注 目され

た 。

一 般 にKlebsiella感 染 症 は難 治 性 で あ り,そ の 治 療

に はcephalosporin系 抗 生 剤 また はaminoglycoside

系 抗 生 剤 の 単 独 また は併 用 療 法 が す ぐれ て い る と いわ れ

る。 しか しな が ら,こ れ ら抗 生 剤 の単 独 投 与 は,と き に

そ の 治療 効 果 に 限 界 が み られ る。 と くに 今 回 の 実 験 成 績

で 知 られ た と お り,Enterobacter spp.やSerratiaな

どcePhalosporin系 抗 生 剤 耐 性 菌 を 同 時 に 証 明 す る

Klebsiella感 染 症 の 治 療 に 対 して は,交 代 菌 症 等 の問 題

を も考 慮 す る と,cephalosporin系 抗 生 剤 単 独 投 与 よ り

もGMな ど他 種 抗 生 剤 との 適 切 な 併 用 が,よ りす ぐれ

た 治療 効 果 を もた らす で あ ろ うと予 測 され るの で あ る 。

結 論

Klebsiella感 染 症 に 対 す る 抗 生 剤 療 法 をinvitroの

実 験 系 で 検 討 し,以 下 の 成 績 を え た 。

(1) E. coli, Enterobacter spp., Serratiaを 共 存 菌

とす るKlebsiella感 染 病 巣 をinvitroの 実 験 系 に つ く

り,cephalosporin系 抗 生 剤(CET)療 法 に 及 ぼ す 共 存

菌 の 意 義 を 検 討 した 。 そ の 結 果,と くにCET耐 性 菌 の

共 存 に よ り,Klebsiellaは1,600μg/mlま た は そ れ 以

上 とい う高 濃 度 のCET存 在 下 で も生 存 しつ づ け,菌 集

落 を形 成 して くる こ と が 知 られ た 。

(2) CET, CER, CEZのK. Pneumoniaeに 対 す る 抗

菌 力 を 比 較 し て,CEZが 他 の2者 に 比 しす ぐれ て い る

こ と を知 った 。

(3) CEZとGMの 併 用 がK. pnenmoniaeに 対 し,

相 乗 効 果 を 生 ず る こ とを 証 明 した 。

稿 を終 わ る に あ た り,細 菌 の 分 離,同 定 に協 力 された

慶 大 中検 内 田 博 氏 に 深 謝 の意 を 表 す る。

な お,本 論 文 の一 部 は1974年9月 に 米 国 サ ン フラン

シ ス コで 開 催 さ れ たFourteenth Interscience Con-

ference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy 

で 発 表 した。
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IN VITRO STUDIES ON THE ACTIVITIES OF CEPHALOSPORINS 

USED ALONE AND IN COMBINATION WITH GENTAMICIN 

AGAINST KLEBSIELLA PNEUMONIAE 

GOHTA MASUDA and Susumu TOMIOKA 

Department of Medicine, School of Medicine, Keio University 

To institute appropriate antibiotic therapy for the infections due to Klebsiella pnenmoniae, in vitro 

studies were carried out. 

(1) Heart infusion agar plates containing serial two-fold dilutions of cephalothin (CET) and cells 

of a strain of K. pneumoniae in the concentration of 107/ml were prepared. Undiluted overnight broth 

cultures of 12 strains of Escherichia coli, 18 strains of Enterobacter spp. and 18 strains of Serratia 

were inoculated separately on the above-stated agar plates (cell count 105～ 106) as coexistent organism 

(s). These plates were then incubated at 37℃ for 48 hours. When the CET concentration was 6.25 

μg/ml or less, the cells of K. pnenmoniae formed numerous colonies in the plates. However, with con- 

centrations of 12.5μg/ml or more of CET, K. pneumoniae appeared as satellite colonies only around and 
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under the colonies of coexistent organisms. In this paper, the minimal concentration of CET at which 

no such satellite colonies appeared around and under each of the coexistent organism was defined as 

"MIC(minimal inhibitory concentration) of cephalothin in the presence of coexistent organism,,
. The 

value veried according to the coexistent organism. The highest values were observed among strains 

of Enterobacter spp. and Serratia; 16 out of 18 strains of Enterobacter spp. and 10 of 18 Serratia, 

these values were 1,600μg/ml or more of CET. These results suggest the difhculty of the treatment 

of Klebsiella infections using CET alone, especially in cases demonstrating CET-resistant coexistent 

organisms. Such phenomena were supposed to be attributable to the CET-inactivating substances, 

mainly to β-lactamases produced by the coexistent organisms. 

(2) Three cephalosporin antibiotics, cephaloridine(CER), cefazolin(CEZ)and CET were compared 

in their antibacterial activities against K. pneumoniae. It was concluded that CEZ had the most potent 

activity among them. 

(3) Alone and combined effects of CEZ and gentamicin (GM) using 20 strains of clinical isolates of 

K. pnenmoniae were examined by the agar plate method. Cumulative numbers of strains inhibited by 

the combinations in various concentrations of the two antibiotics were shown in the chess board.

Synergistic effects of these two antibiotics were demonstrated by the procedure. It was especially 

noted that almost all strains of K.pnenmoniae were inhibited by the concentration of 0.2 to 0.39μg/ 

ml of GM when used in combination with 6.25 to 12.5μg/ml of CEZ, the concentrations usually 

obtainable in the serum in clinical practice. 

From these results, it was concluded that among cephalosporins CEZ had excellent antibacterial 

activity, and the combined use with other antimicrobials, for example, aminoglycosides such as GM 

showed more potent activity bacteriostatically as well as bactericidally.


