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緑膿菌やセラチアの感染が β-lactam系 抗菌薬の投与後に起る例の多いことが知られてお り,こ

のことは緑膿菌やセラチアが多くの β-lactam系 抗菌薬に対 し耐性であるための菌交代現象あるい

は菌交代症 と考えられている。

このような現象を大腸菌 と緑膿菌の生態学的研究を基礎としたin vitroの 実 験 的菌交代現象に

よって解析 し,以 下の結果を得た。

大腸菌 と緑膿菌との混合培養で,大 腸菌は緑膿菌の菌量の多少にかかわらず,単 独培養時の増殖

パターンと同じであるが,緑 膿菌の場合は大腸菌の菌量が多いかあるいは同量であっても,培 養の

過程で増殖を抑制され,単 独培養時の増殖曲線より下 まわるカーブをえがいた。

大腸菌 とセラチアとの混合培養では,大 腸菌の菌量が多いかあるいは同等の場合,セ ラチアの増

殖は単独培養の時と比べ抑制されるが,大 腸菌の増殖は変化をうけない。 しかしセラチアの菌量が

多い場合,大 腸菌の増殖は影響をうけ,単 独培養時と比べ抑制された。

2菌 種の組合せ,す なわち大腸菌と緑膿菌,大 腸菌とセラチアおよび大腸菌 緑膿菌,セ ラチア

の3菌 種混合培養にそれぞれ β-lactam系 抗菌薬を添加すると,大 腸菌の増殖が抑えられ,菌 数が

減少するにしたがい,緑 膿菌およびセラチアの増殖が促進された。

β一1actam系 抗菌薬添加による大腸菌から緑膿菌,大 腸 菌からセラチアへの実験的菌交代現象は

それぞれの菌のMIC値 の開きが大 きい薬剤ほど菌交代を起 しやすいことを実証 した。

Iは じ め に

臨床 各科 領 域 に お い て,グ ラ ム陰 性 桿 菌 に よ る感 染症

が増加 し,そ の原 因 菌 と し てE.coli,Klebsiella,Pro-

teus,P.aernginpsa,Serratiaな どが 分 離 され て お り,

とくにP.aeruginosa,Serratiaの 感 染 が β-lactam

系 のPenicillin剤,Cephalosporin剤 な ど の投 与 後 に

起る例 の 多 い こ とが 報 告 され て い る1～3)。こ の こ と は こ

の種 の薬 剤 がP.aeruginosaやSerratiaに 抗 菌 作 用

を示 さな いた め の 菌 交 代 現 象 と考 え られ る。

1947年WEINSTEIN4),1952年BRISOU5),1969年

FINLAND6)等 に よ る抗 生 物 質 投 与 後 の 菌 交 代 現 象 お よ

び菌交代 症 に関 す る報 告 以 来,国 内,国 外 と も こ の種 の

臨床報告 が多 い7～14)。 し か し,そ の 多 くは 臨 床 的 見 地 か

らの原 因 の究 明 と対 策 で あ り,基 礎 的 に菌 交 代 現 象 を 検

討 して い る研究 は 数 少 な い15,21)。

私共は 菌 交代 現 象 をin vitro,in vivoの 両 面 か ら基

礎的に解 析 す るた め,ま ずin vitro実 験 系 を 設 定 した 。

2種 以上 の菌 の混 合培 養 に お け る状 態 を 観 察 す るた め,

グラ ム陰 性 桿 菌 感 染 の 中 で,も っ と も分 離 頻 度 の 高 い

E.coliと 菌 交 代 現 象 に よ っ て 出現 し や す いP.aeru-

ginosaお よびSerrotiaを 選 び,そ の 単 独,混 合培 養

に おけ る β-lactam系 抗 菌 薬(Cephalothin,Cefazolin,

Cephalexin,Ampicillin)の 生 菌 数 に あ た え る 影響 を

し らべ,菌 交 代 の可 能 性 を 検 討 した 。

II実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

1.実 験 材 料

1)使 用 培 地

増 殖 用:普 通 ブ イ ヨ ン栄 研 を 用 い た 。

分 離 用:E.coliとP.aeruginosa,Serratiaの 分離

用 培 地 と して,ド リガ ル ス キ ー改 良 培 地(BTB培 地)"栄

研"お よびCephalex 10μg/mlを 含 むBTB培 地 を 併

用 して 用 い た 。

2)使 用 菌 株:E.coli NIHJ JC-2,P.aeruginosa

IFO 3445お よびS.marcescens 16を 混 合培 養 の試 験

菌 と して 用 い た 。 また,感 受 性 測 定 に は 上 記3菌 株 の ほ

か,患 者 材 料 か ら分 離 したP.aeruginosa18株 お よび
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3.marcescens 19株 を使 用 した 。

3)使 用 薬 剤

Cephalothin(以 下CET,930μ9/mg)塩 野 義 製 薬

Cefazolin(以 下CEZ,933μg/mg)藤 沢薬 品

Cephalexin(以 下CEX,930μg/mg)鳥 居 薬 品

Ampicillin(以 下ABPC,911μ9/mg)藤 沢 薬 品

Carbenicillin(以 下CBPC,790μ9/mg)藤 沢 薬 品

2.実 験 方 法

1)感 受 性 測 定 法

日本 化学 療 法 学 会 標 準 法16)に 準 じて測 定 した 。す な わ

ち,測 定用 培 地 と して 普通 寒 天培 地"栄 研"を 使用 し,

接 種 菌量 は 普 通 ブ イ ヨ ン"栄 研"に37℃18時 間培 養

した菌 液 を約108cells/m1お よび 約106cells/mlに な

る よ う調 製 し,そ の1白 金 耳 量 を薬 剤 含 有 寒 天平 板 上 に

接 種 し,37℃18～20時 間培 養 後,菌 の 発 育 の有 無 を も

って 薬 剤 のMIC(minimum inhibitory concentration)

を 判 定 した 。 なお,臨 床 分 離 のP.aeruginosaお よ び

S.marcescensで は接 種 菌 量 を108cells/m1,106cells/

m1お よび103cells/mlの3段 階 と した。

2)分 離 用 培 地 の 検 討

E.coli NIHJ JC-2,P aeruginosa IFO 3445を 試 験

菌 と し,普 通 ブイ ヨ ン"栄 研"で37℃18時 間 培 養 し

た 菌 液 を そ れ ぞ れ単 独 お よび 等 量 混 合 した場 合 の菌 数 を

下 記 の5種 の培 地 を用 い測 定 した 。

(1)BTB培 地"栄 研"

(2)DHL培 地"栄 研"

(3)Mac Coakey培 地"栄 研"

(4)SS培 地"栄 研"

(5)NAC寒 天 培 地"栄 研"

な お,対 照 と して 普 通 寒 天培 地"栄 研"を 使 用 した 。

同様 な方 法 を用 いE.coli NIHJ JC-2,S.marcescens

16の 場 合 につ いてBTB培 地,DHL培 地,Mac Conkey

培 地 を用 いて 検 討 した 。

3)混 合 培 養 に お け る 生菌 数 測 定 に よ る増 殖 曲 線

a)接 種 菌 量 の 検討

E.coli NIHJ JC-2お よびP.aeruginosa IFO 3445

株 を 用 い,普 通 ブイ ヨ ンに37℃18時 間 培 養 し た 菌 液

を 下 記 の 菌量 の組 合 せ(1),(2),(3)に な る よ う普 通

ブイ ヨ ンに接 種 し,37℃ で振 壷 培 養 した 。菌 接 種 後,

2,4,8,12お よび20時 間 目にE.coli,P.aeruginosa

の そ れ ぞ れ の 生菌 数 をBTB培 地 お よびCEX10μ9/ml

を 含 むBTB培 地 を 用 い て 測 定 した。

同 時 に対 照 と して,E.coli,P.aeruginosaの そ れ ぞ

れ106cells/mlお よ び103cells/ml接 種 した 単 独 培 養

につ い て も 同様 に 測 定 した 。

混 合 培 養 に お け る接 種 菌量 の組 合せ

(1)E.coli 106cells+P.aeruginosa 103cells/ml

(2)E.coli 108cells+P.aeruginosa 108cells/ml

(3)E.coli 108cells+P.aeruginosa 106cells/ml

ま た,E.coli NIHJ JC-2とS.marcescens16株 を

用 い,上 記 と 同様 の方 法 を 用 い て 検 討 した 。

b)各 種 培 地 の検 討

培 地 と して,普 通 ブイ ヨ ン"栄 研"pH6.8,ブ レンハ

ー トイ ンフ ユ ジ ョン プ ロ ス"栄 研"pH7.0 ,健 康 ヒ ト尿

pH7.2,0.5%ブ ドウ糖 加 ペ プ トン水(ペ プ トン109,

NaC159,ブ ドウ糖59/1pH6・8)お よ び 合 成 培地

(KH2PO439,NaClO・19,Na2HPO4・2H20159,Mg・

SO40。019,NH4C11・89,ブ ドウ糖109/lpH6.8)の

5種 類 を 用 い た 。 な お,ヒ ト尿,0.5%ブ ドウ糖 加ペプ

ト ン水 お よび 合 成 培 地 は ミ リポ アー フ ィル ター に よる無

菌 炉 過 を お こな い使 用 した 。

1夜 培 養 したE.coli NIHJ JC-2,P.aeruginosa IFO

3455を それ ぞれ 約106cells/m1・103cells/mlに なるよ

う5種 の培 地 に混 合 接 種 し,37℃ で 振 湯 培 養 し た。接

種 後2,5,9お よび24時 間 目にそ れ ぞ れ の生 菌 数を

前 述 の方 法 で測 定 した 。 また 同 時 にE.coli,P.aeru-

ginosaの106cells/mlお よび108cells/ml接 種 した単

独培 養 に つ い て も 同様 に測 定 した 。

4)薬 剤 添 加 に よる生 菌 数 の変 動

37℃18時 間 培 養 したE.coli NIHJ JC-2,P.aeru-

ginosa IFO 3445を そ れ ぞ れ 約106cells/mI,108cells/

m1に な る よ う混 合 接 種 した 普 通 ブ イ ヨ ンにCET,CEZ,

cExお よびABPcを そ れ ぞれ1μ9/m1,10μ9/ml,

100μ9/mlと な る よ う添 加 し,37℃ で 振 盗 培養 した。

菌 接 種 後2,4,8,12お よび20時 間 目に そ れ ぞれの

生 菌 数 を測 定 し,同 時 に単 独 培 養 に つ い て も同 様に測定

した。

また,E.coli NIHJ JC-2(約106cells/ml)とS.mar-

cescens 16(約103cells/m1)の2種 混 合,お よびE.coli

NIHJ JC-2(約106cells/m1)とP.aeruginosa IFO

3445(約103cells/ml),S.marcescens 16(約103cells/

ml)の3種 混 合 接 種 した ブイ ヨ ンに上 記 抗 生 剤 を添加 し

た 場 合 に つ い て も,前 述 の方 法 に て それ ぞ れ の 生菌数を

測 定 した 。

III実 験 成 績

まず,E.coliか らP.aeruginosaあ る い はE.coli

か らS.marcescensへ の 量 的 菌 交 代 現 象 を,も つ とも

観 察 しや す い 実験 条 件 で行 うた め,培 養 条 件 お よび測定

条 件 の 検 討 を 行 った 。 そ の成 績 か ら最 良 の条 件 を 選 定

し,つ い で2菌 種 お よび3菌 種 混 合 培 養 で の β一1actam

系 抗 菌 薬添 加 の影 響 を生 菌 数 測 定 に よ る増 殖 曲線 の変

動 か ら検討 した。 下 記 の順 序 に従 い,そ の成 績 を記述す
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る。

1.実 験 条 件 の 設 定

1)混 合 培 養 菌 液 か らそ れ ぞ れ の 生 菌 数 測 定 を 同 時 に

行 うた め の培 地 の 検 討

2)混 合 培 養 系 に お け る接 種 菌量 の 検 討

(1)E.coliとP.aeruginosaの 混 合培 養

(2)E.coliとS.marcescensの 混 合 培 養

3)混 合 培 養 液体 培 地 の検 討

4)薬 剤 感受 性

(1)標 準株 の感 受 性

(2)臨 床 分 離 株 の感 受 性

2.β-lactam系 抗 菌 薬 添 加 に よる 生菌 数 の 変 動

1)単 独培 養

2)混 合培 養

(a)E.coliとP.aeruginosaの 混 合 培 養

(b)E.coliとS.marcescensの 混 合 培 養

(c)E.coli,P.aeruginosa,S.marcescensの3

種混合培養

1.実 験条件の設定

1)混 合培養からの各菌種の生菌数測定を同時に行う

ための培地の検討

大腸菌と緑膿菌または大腸菌とセラチアの2菌 種を混

合培養 したものから,そ れぞれの生菌数測定により増殖

状況を比較するには,(1)大 腸菌と緑膿菌およびセラチ

アのすべての生菌が増殖 し,(2)そ れぞれの集落が明瞭

に区別できることを条件にみたす培地が必要である。

E.coli NIHJ JC-2,P.aeruginosa IFO 3445を 普通

ブイヨンで37℃18時 間培養 した菌液 を用 い,そ れぞ

れ単独および等量混合した場合の生菌数をBTB培 地,

DHL培 地"栄 研",Mac Conkey培 地"栄 研",NAC

寒天培地"栄 研"を 用いて測定 した成 績 をTable1に

示 した。

普通寒天培地での集落数を100と した場合,BTB培

地 での集落数 が最 も近 く97～100を 示 し,他 のDHL

Table 1 Evaluation of selective media for viable counting of each species in mixed cultures (1)
organism: E. coli NIHJ JC-2

P. aeruginosa IFO 3445

* theoretical value

Table 2 Evaluation of selective media for viable counting of each species in mixed cultures (2)

organism: E. coli NIHJ JC-2
S. marcescens 16

* theoretical value
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培地,MacConkey培 地,SS寒 天 培地,NAC寒 天培

地では4～44で,培 地の選択成分のため発育が抑制さ

れ,集 落数は実際の菌数 より少 く表現された。緑膿菌の

分離培地であるNAC培 地では大腸菌は増殖で き ない

が,緑 膿菌も1/10程 度抑制された。以上の成績か ら,

大腸菌 と緑膿菌混合培養からの生菌数測定にはBTB培

地 が適 してお り,乳 糖分解菌である大腸菌 は黄 色 の集

落 非分解菌である緑膿菌は無色の集落を形成するので

肉眼的に識別が容易である。

同様に大腸菌とセラチアでの成績をTable2に 示 し

たが,こ の場合もBTB培 地が発育菌数,両 菌種の識別

の上から,も っとも適していると判断された。今回用い

たセラチアは色素産生株を用いたので,培 地上での大腸

菌 とセラチアの識別は明瞭であり,ま たセラチアの色素

非産生株を用いた場合も集落の所見から大腸菌 との識別

は可能である。

大腸菌が多量存在し,緑 膿菌またはセラチアが少ない

場合,緑 膿菌 セラチアの菌数 測 定 にはBTB培 地 に

CEX10μg/m1添 加すると大腸菌の発育が 抑制 され,

緑膿菌,セ ラチアには影響iがなく,両 菌の菌数測定用 と

して適 していることを確認 した。

2)混 合培養系における接種菌量の検討

(1)E.coliとP.aeruginosaの 混合培養における

増殖パターン

E.ooli NIHJJC-2とP.aeruginosaIFO3445の 混

合培養を下記の接種菌量の組合せによって行い,そ の増

殖パターンをFig.1に 示 した。

(a) E. coli 106 cells/ml + P. aeruginosa 103 cells/
ml

(b) E. coli 103 cells/nil+P. aeruginosa 103 cells/
ml

(c) E. coil 103 cells/ml +P. aeruginosa 106 cells/

ml

Fig. 1 Growth curves of E. coli and P. aeruginosa

in mixed cultures.

E.colilo6cells/miとPaeruginosalo3cells/ml

の 混 合 培 養 に お い て,-EIcoliの 増 殖 は 単 独 培 養で の場

合 と同 程 度 で あ るが,Paeruginosaの 増 殖 はE.coJi

の 影 響 を うけ,単 独 培 養 時 と比 べ抑 制 され てい た。

Ecoli103cells/mlとP.aeruginosa103cells/mI

で の混 合 培 養 で はE.coliの 増 殖 は 単 独 培 養 と同程度 の

増 殖 を 示 し,PaeruginoSaの 増 殖 はEcOliが 対 数期

に 入 る接 種4時 間 目以 降 か ら,単 独培 養 での それ と比べ

抑 制 され て い た 。

E.coli103cells/mlとP,aeruginosa106cells/mI

の混 合 培 養 で はPaeruginosaの 菌 数 が 多 い の にもか

か わ らず,Ecoliの 増 殖 は影 響 を う け ず,単 独培養で

の 増 殖 と同 程 度 で あ った。

以 上 の 結 果 か ら,EcoliとRaeruginoSaの それぞ

れ の組 合 せ に よ る世 代 時 間(Generationtime)を 算 出

した の がTable3で あ る。

瓦coliで は103cells/m1接 種 時 の単 独培 養 で のgen-

erationtimeは21.0分 で あ り,Paeruginosaと の

混 合 培 養 でPaeruginosaの 菌 量 が 多 くて も(106ceils/

ml),少 な くて も(103cells/ml)generationtimeに 著

明な 変 動 は な か った が,Paeruginosaは103cells/m1

接 種 の単 独 培 養 時 で34、8分,E.coliと の 混 合培養で

はEcoli103cells/miで49.3分,106ceils/mlで

67.2分 と世 代 時 間 は著 し く延 長 してい た 。

混 合 培 養 時 にはE.coliはPaeru8inosaの 影 響 を

うけ に く く,P.aeruginoSaはE.coliの 影 響 を うけて

増 殖 が 抑 制 され る現 象 が 世 代 時 間 に お いて も 確 認 さ れ

た 。

(2)E.coliとS.marcescensの 混 合 培養 に おける

増 殖 パ タ ー ン

Table 3 Comparison of generation times of E. coil
and P. aeruginosa in mixed cultures in
response to the inoculum size
E3 : E. coil NIHJ JC-2 103 cells/ml

F3: E. coli NIHJ JC-2 106 cells/ml
P3 : P. aeruginosa IFO 3445 10 cells/nil
P6 : P. aeruginosa IFO 3445 106 cells/m1
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Fig. 2 Growth curves of E. coli and S. marcescens

in mixed cultures

Table 4 Comparison of generation times of E. coli
and S. marcescens in mixed cultures
E3 : E. coli NIHJ JC-2 10 cells/ml
E6 : E. coli NIHJ JC-2 106 cells/m1
S' : S. marcescens 16 10' cells/ml
S6 : S. marcescens 16 106 cells/ml

瓦coliNIHJJC-2とS.marcescens16と の 混 合 培

養に よ る 増 殖 パ ター ンを,前 述 のE.coli NIHJ Jc-2

とPaeruginosaIFO3445の 場 合 と同 様 の 組 合 せ で

行 った成 績 をFig2に 示 した。

E.coliの 菌 量 がS.marcescensの それ よ り多 い か,

同等 の場 合,S.marcescensの 増 殖 はE.coliの 影 響 を

うけ,単 独 培 養時 と比 べ 抑 制 され た が,E.coliの 増 殖

は単 独培 養 時 とほ ぼ 同 レベ ル で あ った。 しか し,S.mar-

cescensの 接 種 菌 量 がE.coliよ り 多 い 場 合,E。coli

の増 殖は 単独 培 養 時 と比 べ 抑 制 され た。

E.coliお よび5.marcescensを 接 種 菌 量103cells/

mlで 行 った場 合 のそ れ ぞ れ のgeneratiOntimeを 比

較 した成績 をTable4に 示 した 。

且coliで は103cells/m1単 独 培 養 の場 合,21.0分 の

9enerationtimeを 示 し,同 量 のS.marcescensと の

混合培 養 では22.2分 で あ った が,S.marcescensの 菌

量を106ceils/m1と した 場 合 で は45.5分 とな り,単 独

Fig. 3 Comparison of growth curves in single and

mixed cultures in various culture media

Single culture Mixed culture

Nutrientbroth

BHIbroth

NOrma1

humanurine

0.5% Glucose

peptone medium

Synthetic medium

培 養 時 と比 べ 発 育 は 抑 制 され た 。S.marcescensで は単

独 培 養(103celis/ml接 種)で のgenerationtimeは

28.2分 で あ った が,E.coliと の 混 合培 養 で は 且coli

の菌 量 が106cells/mlと な る とgenerationtimeも 著

し く延 長 し,81.0分 とな った 。

3)混 合 培 養用 液 体培 地 の 検 討

Paerugino3aやS.mrcescensに よ る 菌 交 代 現 象

は 尿 路 感 染 で の 頻 度 が も っ と も高 い。 そ こ で ヒ ト(健 康

人)尿 を 含 む5種 の培 地 を用 い,混 合培 養 で の増 殖 パ タ

ー ンを し らべ た の がFig3で あ る
。 な お,接 種 菌 量 は

混 合 培 養 でEcoliNIHJJC-2とP.aeruginosaIFO

3445の 増 殖 パ ター ンに お い て,も っ とも差 の著 しい106

cells/ml(E.coli),103cells/ml(Paeruginosa)の 組 合

せ を用 い た 。

ヒ ト尿 中 に お け る混 合培 養 で の増 殖 パ タ ー ンは 普 通 ブ

イ ヨ ン,BHIブ イ ヨ ン とほ ぼ 同 じ で あ った 。 また,合

成 培 地(1%ブ ドウ糖)と0.5%ブ ドウ 糖 加 ペ プ トン

水 で の 混合 培 養 で はE.coliに よる ブ ドウ糖 分 解 の た

め,pHが 低 下 し,Paeruginosaの 発 育 は 著 明 に 抑 制
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され た 。 以上 の実 験 成 績 か ら,今 後 実 験 に用 い る培 地 は

普 通 ブ イ ヨ ン と した 。

4)薬 剤感 受 性

(1)標 準株 の感 受 性

混 合 培 養 の 実験 に用 い たEcoliNIHJJC-2,Paeru-

ginosaIFO3445お よびS.marce3cens16のCET,

CEZ,CEX,ABPCに 対 す る感 受 性 を し ら ぺ,そ の 成 績

Table 5 Susceptibilities of E. coli, P. aeruginosa

and S. marcescens to Q-lactam antibiotics

MIC:ƒÊg/ml

* inoculum size cells/ml

をTable5に 示 した 。

E.coliのCET,CEZ,CEXお よ びABPCの4剤 に

対 す る感 受 性 はほ とん ど 同 じ で,106cells/ml接 種 で

3.13～6.25μg/mlを 示 し,Paeruginosaで はCET,

CEZは3,200μg/ml以 上,CEXは800μg/ml以 上

の耐 性 を示 した が,ABPCで は 接 種 菌量 が106cells/ml

で400μg/mlのMICを 示 した 。Smrcescensで は

CET,CEZは3,200μg/ml以 上,CEXは800μg/mll

ABPCは25μg/mlのMICで あ った。

(2)臨 床 分 離 株 の 感 受 性

患 者 材 料 か ら分 離 したPaeru8ino3aの18株 お よ

びS.marcescensの19株 のCET,CEZ,CEX,ABPC

お よびCBPCに 対 す る 感 受 性 を しらべ,そ の成績 を

Table6,Table7に 示 した。

Paeruginosaに お い て,CET,CEZは 接 種 菌量 が減

少 して も感 受 性 値 に 著 明 な変 動 は認 め られ ず,3,200μg/

ml以 上 を 示 した 。ABPC,CBPCで は 菌 量 が108cells/

m1の とき3,200μg/ml以 上 を示 した が,菌 量 が 減少

す る につ れMIC値 に変 動が み られ,103cells/m1接 種

の場 合,ABPCの 感 受 性 ピ ー クは800μg/mlで,CBPC

Table 6 Susceptibility distribution of P. aeruginosa (clinical isolates)

Inoculum: 108 cells/m1 M. I. C: ag/ml

: 106 cells/ml

: 103 cells/ml

*: >800 ,ug/ml
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Table 7 Susceptibility distribution of S. marcescens (clinical isolates)

Inoculum: 108 cells/ml M. I. C: ƒÊg/ml

: 108 cells/ml

: 103 cells/ml

*: >800 ,ug/ml

では200μgml以 下 に分 布 し て い た。 ま た,CEXは

CET,CEZと 同様,菌 量 が103cellt/mlの 場 合 で も感

受性値 に著 明な 変 動 が 認 め られ ず800μg/ml以 上 で あ

った。

S.marcescen3の 感 受 性 はCET,CEZで は 接 種 菌 量

が減少 して もMIC値 に 変 動 が 認 め られ ず3,200μg/ml

以上で あ った 。ABPC,CBPCで は108cells/ml接 種 で

MIC値 は3,200μg/ml以 上 を 示 し た が,接 種 菌 量 が

減少す るにつ れ,MIC値 に 変 動 が み ら れ,感 受 性 側 に

移行す る群 と1,600μ9/ml以 上 を示 す 群 の2峰 性 の ピ

ー クが認 め られ た
。 ま た,CEXも108cells/ml接 種 で

800μg/ml以 上 のMIC値 で あ った が,菌 量 が 減 少す る

に従 い,感 受性 側 に移 行 した 。

以上の とお り,PAeruginosa,S.marcescensに 対

する抗 菌 力はCephalosporin系 抗 生剤 とPenicillin系

抗生剤 との間 に 明 らか な差 が み られ,接 種 菌 量 の小 さ い

場合 にはPenicillin系 抗 菌 薬 の 抗菌 力 がCephalosporin

系 のそれ に 比ぺ て強 い こ と が 確 認 さ れ た 。 しか し,

Cephalosporin系 の な か で はCEXがS .marcescens

に対 し,CET,CEZよ り抗 菌 力 が す ぐれ て い る こ とが確

認 され た 。

2.β-lactam系 抗 菌 薬 添 加 に よる 生菌 数 の変 動

1)単 独 培 養 の場 合

E.coliNIHJJC-2106cells/ml,P.aeruginosaIFO

3445,103cells/mlお よびS.mArce3cens16,103cells/

mlに な る よ うi接種 し た 各 ブイ ヨ ンにCET,CEZ,CEX

お よびABPCを そ れ ぞ れ1μ9/ml,10μg/ml,100μg/

mlと な る よ う添 加 した と きの 成 績 をFig.4に 示 した 。

EcoliはCET,CEZ,CEXお よびABPCに 対 し て

感 性 な の で,そ れ ぞ れ10μ9/ml添 加 で菌 数 は培 養 時 間

の経 過 と とも に減 少 し,MIC12.5μg/mlのCET,CEX

で は8時 間 目以降 に再 増 殖 が み とめ られ た が,MIC6.25

μg/mlのCEZ,ABPCで は 再 増 殖 が 認 め ら れ な か っ

た 。

Paeru8ino3Aの 場 合,CET,CEZ,CEXと も1μg/

m1,10μg/ml,100μg/ml添 加 でPaeru8ino3aの 増

殖 は 抑 制 され ず,増 殖 曲線 は す べ て 薬 剤 無添 加時 と同 じ

レベ ルで あ った 。 しか し,ABPCは 添 加 濃度 が増 す に従
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Fig. 4 Effects of  8-lactam antibiotics on the growth
of E. coli, P. aeruginosa and S. mareeseens

E. coli P. aeruginosa S. marcescens

い,少 しずつ 抑 制 され た。

S.marcescensの 場 合,CET,CEZは1μg/ml,10μg/

m1,100μg/ml添 加 して も増 殖 曲 線 に 著 明 な変 化 が 認

め られ ず,薬 剤 無 添 加 時 と 同 レ ベ ル で あ っ た。CEX

で は1μg/ml,10μg/ml添 加 で は著 明 な変 動 が 認 め ら

れ な か った が,100μg/ml添 加 で,わ ずか に抑 制 さ れ

た。 また,ABPCは 添 加 濃 度 が 増 す に従 い,著 明 な増 殖

抑 制 が認 め られ た。

(2)混 合培 養

(a)EcoliとPaeruginosaの 混 合培 養

Ecoli,PAerugino3aを そ れ ぞ れ106cells/ml,103

cells/mlに な る よ う混 合 接 種 した 普通 ブイ ヨ ンにCEX,

CET,CEZお よ びABPCを1μg/ml,10μg/ml,100

μg/ml添 加 した と き の成 績 をFig5に 示 した 。

CET,CEX,CEZに 対 し,と もに 感 性 で あ るE.coli

は 薬 剤 濃 度 が増 す に従 い,菌 数(は減 少 した が,耐 性 で あ

るPaeru8ino3AはEcoliのMIC濃 度 以 上 の 薬 剤

が 添 加 され た場 合 には 対 照(drugfree)に 比 べ 菌 数 が

増 加 し,Paeruginosaの 単 独培 養時 で の菌 数 と同 レベ

ル に 達 した。 濃 度 に よ ってEIcoliの 増 殖 曲線 は 多 少,

変 動 した が,3剤 と もEcoliがPaeru8ino3aの 菌

Fig. 5 Effects of Q-lactam antibiotics on the gro-
wth of E. coli and P. aeruginosa in mixed cul-
tures

数 よ り少 な くな る とRaeruginosaの 増 殖 は促 進 され,

単 独 培 養 時 の増 殖 曲線 と同 レベ ル とな る 点は 共通 の現象

で あ った 。

ABPCの 場 合 も感 性 で あ るEcoliは 添 加濃 度が増す

に 従 い,菌 数 は著 明 に減 少 した 。Paeru8ino3aはAB-

PC10μg/mlの 添 加 で前 述 のCephalosporin剤 の場合

と同 様,E.coliの 菌 数 が 減 少 す る と増殖 が 促 進 された

が,100μg/ml添 加 で は 対 照(drugfree)と 比べ,そ

の増 殖 は わず か に抑 制 され た 。

(b)EIcoliとS.marcescensの 混 合培 養

Ecoliお よびS.marcescensを そ れ ぞれ106cells/

m1お よび103cells/mlに な る よ う混 合 接 種 した ブイヨ

ンにCET,CEZ,CEX,ABPCを1μg/ml,10μg/ml,

100μ9/m1添 加 した と きの成 績 をFig.6に 示 した。

CET,CEZで は とも に感 性 で あ る 瓦coliは 添加濃度

が増 す に従 い,菌 数 は 減 少 した が,耐 性 で あ るS.mar-

cescensは10μg/mlお よび100μ9/ml添 加 で 対 照

(drugfree)と 比 べ 菌 数 は増 加 し,そ の増 殖 は単独培養

で のSmamscensの 増 殖 と同 レベ ル であ った 。CEX

の10μg/ml添 加 で はCET,CEZの10μg/ml添 加 と

ほ ぼ 同様 の成 績 を示 した が,100μg/ml添 加 でE`oJf
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Fig. 6 Effects of ƒÀ-lactam antibiotics on the growth

of E. coli and S. marcescens in mixed cultures

Cephalothin

Cephalexin

Cefazolin

Ampicillin

は著明 な菌数 の減 少 が 認 め ら れ,ま たS.marcescens

の増 殖 もわ ずか に 抑制 作 用 が み られ た 。ABPCで はE

coliに 対 す る作 用 はCephalosporin剤 とほ ぼ 同様 の成

績 を示 したが,S.marcescensに 対 し て はCephalos-

porin剤 と異 な り,10μg/mlお よ び100μg/ml添 加

では著 明 な増 殖 抑 制 が認 め られ た。

(c)Ecoli,P.aeru8inosa,S.marcescensの3

種混合 培養

E.coli106cells/ml,.Raeruginosa103cells/ml,S.

marcescens 103cells/mlに な る よ う3種 混 合 接 種 した

ときの増 殖 曲 線 をFig.7に 示 した 。

上記 の条 件 で混 合 培 養 す る とPaeruginosa,S.mar-

cescensの 増殖 はE.coliに よ り著 明 に抑 制 さ れ,E.

coliと の2種 混 合 培 養 で の増 殖 と ほ ぼ 同様 の増 殖 曲線

を示 した。

この よ うな3種 混 合 接 種 した ブ イ ヨ ン にCET,CEX,

CEZお よびABPCを そ れ ぞ れ1μg/ml,10μg/m1,

100μg/ml添 加 した と き の成 績 をFig8に 示 した。

CET,CEX,CEZを10μg/mlお よ び100μg/ml添

加す る と,感 性 で あ るE.coliは 著 明 な 菌 数 の減 少 が 認

め られ たが,耐 性 で あ るRaeruginosa,S.marceScenS

の増殖 は対 照(drugfree)よ り増 加 し,ほ ぼ そ れ ぞ れ

の単独 培養 で の増 殖 と同 レベ ル を 示 した 。 しか し,CEX

100μg/ml添 加 で はE.coliの 著 明 な菌 数 の 減 少 とP.

Fig. 7 Comparison of growth curves in various

cultures

triple culture

E6:E.coli 106cells/ml

P3:P.aeruginosa 103cells/ml

S3:S.marcescens 103cells/ml

double culture

single culture

Fig. 8 Effects of ƒÀ-lactam antibiotics on the growth

of E. coli, P. aeruginosa and S. marcescens in

mixed cultures

Cephalothin

Cephalexin

Cefazolin

Ampicillin
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aeruginosaの 増殖がはやく,S.marcescensはdrug

freeと ほぼ同様の増殖を示 した。

また,ABPCで はE.coliのMIC濃 度以上の添加濃

度(10μg/ml,100μg/m1)でCephalosporin剤 と異

な り,E.coliとS.marcescensの 増殖は著明に抑制さ

れ,100μg/ml添 加ではさらにPaeruginosaの 増殖

もわずかに抑制された。

IV考 察

現在,臨 床各科領域において,グ ラム陰性桿菌による

感染症が増加 し,そ の原因菌には大腸菌をはじめとする

腸内細菌の頻度が高く,ブ ドウ糖非発酵菌では緑膿菌が

もっとも多い17,18)。このことは菌の分布状態や微生物界

での菌種間の相互作用あるいはそれぞれの菌種ないし菌

株 と宿主との関係などが関与 していると考えられる19)。

また,こ れらの感染のなかで,緑 膿菌やセラチアの感染

が広域抗生剤であるCephalosporin剤 やPenicillin剤

の投与後に多く認められることが報告されている1～3)。

今 回の実験において,大 腸菌,緑 膿菌の混合培養,大

腸菌,セ ラチアの混合培養および大腸菌 ・緑膿菌 ・セラ

チアの混合培養に β-1actam系 抗生剤を添加 した結果,

Ecoliの 増殖が抑えられ,菌 数が減少するに したがい,

P.aemginosaお よびS.marcescensの 増殖が 促進さ

れる現象を確認した。

In vitroで の この現象が直ちに,生 体内で の菌交代

現象と同等に結びつ くものではないが,少 な くとも臨床

での β-1actam剤 投与後の緑膿菌あるいはセラチアの出

現を裏付けるものと考えられる。

興味あることは大腸菌と緑膿菌を同時に培養すると,

緑膿菌の増殖は単独培養時に比べて抑制されるが,大 腸

菌は緑膿菌の存在とは無関係に増殖することである。ま

た大腸菌とセラチアにおいても大腸菌の菌量が多いかあ

るいは同等の場合,セ ラチアの増殖は単独培養の時 と比

ぺ,抑 制されるが,大 腸菌の増殖は変 化 しな い。 しか

し,セ ラチアの菌量が多い場合,大 腸菌の増殖は影響を

うけ,単 独培養時と比べ,抑 制される。

大腸菌の菌数が,同 時に存在する緑膿菌あるいはセラ

チアの菌数を下回ると,緑 膿菌あるいはセラチアの増殖

が促進され,緑 膿菌 セラチアの単独培養時と同レベル

に達することは,2菌 種間の生態学的現象として注 目さ

れる。おそらく生体内でも大腸菌は,緑 膿菌やセラチア

と共存 した場合,自 然の状態であれば優位のpopulation

を保つであろうことが推察される。緑膿菌やセラチアが

優位となるには何らかの因子が加わらなければならない

ことが想像される。

この大腸菌優位の現象を大腸菌と緑膿菌の場合につい

て,1)混 合培養時のpHの 変化が大腸菌には無関係で

緑膿菌に抑制的に作用するのではな いか,2)大 腸菌の

代謝産物が緑膿菌の発育に抑制的に作用するのではない

か,と の2点 から検討したが,い ずれも否定される成績

であった。

1)に ついては,は じめに用いられた 年種の培 地のう

ち,0.5%ブ ドウ糖加ペプ トン水,合 成培地では緑膿菌

は著明に抑制され,24時 間後でも接種した菌数とほ と

んど変らなかった。このことは培地中のブドウ糖が大腸

菌により分解 され,培 地pHが 酸性側に傾いたため,

抑 制されたのではないかと思わ れ る。紺野20)は0.5%

ブ ドウ糖加ペプ トン水を用いて,大 腸菌と緑膿菌を同じ

菌量(10cells/ml)接 種 した場合,緑 膿菌の発育は単独

培養に比して,12時 間 まで明らかに抑制されたと報告し

ている。 しか しながら,本 実験に用いた普通ブイヨン,

ヒ ト尿では,混 合培養時のpHは24時 間までほとんど

変化がなく,pHの 影響とは考えられない。

また,2)に ついては大腸菌を106cells/mlに なるよ

うブイヨンに接種 したのち,培 養2時 間目および24時

間 目の培養炉液(遠 心後,ミ リポアーで無菌炉過)を 用

いて,緑 膿菌を培養したが,増 殖阻止効果は認められな

かった。

今1つ 問題となるのは β-lactam系 抗菌薬の添加によ

り,大 腸菌の減少とともに緑膿菌の増殖が良好となる現

象である。この理由として β-lactam系 抗菌薬が緑膿菌

の増殖促進作用を示す可能性が考えられる。そこで,緑

膿菌の単独培養時にCephalosporin系 薬剤(CET,CEZ,

CEX)を 種 々の濃度添加 したが,緑 膿菌の増殖曲線に全

く変化を示さなかった。 このこ とはCephalosporin系

薬剤は緑膿菌に対 し,増 殖抑制作用も増殖促進作用もな

いことを示している。石山22)もまた化学療法剤はその使

用によって菌交代現象を誘発するが,交 代菌の発育を直

接促進するものではないとしている。したがって,大 腸

菌の菌数が減少した時に緑膿菌の増殖が促進される現象

についてはまだ充分な説明がつかない。

本実験で今1つ 注 目されるのは,大 腸菌と緑膿菌の組

合せで,CET,CEZ,CEX添 加 時には大腸菌の菌数は減

少するが,緑 膿菌は全 く抑制作用を うけず,逆 にdrug

freeの 単独培養時と同様の増殖曲線を示 したが,ABPC

においては大腸菌の菌数は減少し,緑 膿菌も100μg/m1

でわずかにABPCの 抗菌作用をうけ,菌 交代はみとめ

られたものの,そ の増殖曲線は単独培養時よりも抑制さ

れていることである。

この差は緑膿菌に対する4剤 のMICに あらわれてお

り,ABPCは 他 のCephalosporin3剤 に 比べ,わ ずか

であるが抗菌作用のあることがわかる。しか し,Cepha-

losporins3,200μg/ml,ABPC400μg/mlと い うMIC
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では実際に生体内でこの差がどの程度,意 味があるかは

明らかではないが,少 な く とも緑 膿 菌 への菌交代は

Cephalosporin系3剤 よりABPCの ほ うがおこりにく

いと考えられる。

また,同 様の傾向が大腸菌とセラチアの組合せからも

みられ,大 腸菌からセラチアへの 菌 交 代 はCephalos-

Porin剤 のなかでも異な り,CEXはCET,CEZよ り菌

交代をおこしに くく,さ らにABPCはCephalosporin

剤よりおこしにくいと考えられた。

これらの現象には菌の産生する β-lactamaseに 対す

る薬剤の安定性の差,ま たは薬剤による菌体内部への透

過性の差などが関与する可能性が考えられ,今 後,検 討

するべき課題である。

以上の成績から,生 体内でも大腸菌から緑膿菌,セ ラ

チアへの菌交代現象はそれぞれの菌のMIC値 の開きが

大きいものほど菌交代を起 しやすく,MIC値 の開 き が

小さいものほどおこりにくいと推測される。むろん生体

内での菌交代現象は菌側の因子と宿主側の因子とが複雑

にからみあって生ずるものであって,実 験モデルのよう

に単純ではないであろう。 しか し,以 上の成績は共存す

る菌種間の増殖のバランスと薬剤の組合せから菌交代現

象を推察する上の参考 となり,薬 剤の選択に役立つ知見

と考えられる。
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STUDIES ON THE EXPERIMENTAL ALTERATION OF

MICROBIAL POPULATION. I

In vitro: The Establishment of Experimental Condition and the Effects of

g-Lactam Antibiotics on the Growth of Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Serratia marcescens

in Mixed Cultures

AKIYOSHI TSUJI, MASATOSHI OGAWA, YASUKO KANEKO

and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University of Medicine

It is known that many cases of infection with Pseudomonas aeruginosa or Serratia marcescens
occur after administration of g-lactam antibiotics. Such phenomenon may result from alteration of
microbial fiora by overgrowth of P. aeruginosa or S. marcescens that are resistant to many g-lactam
antibiotics.

Attempts were made to analyze such phenomenon by experimental alteration of microbial population
based on the ecological studies on Escherichia coli and P. aeruginosa. The results may be summarized
as follows:

In mixed cultures of E. coli and P. aeruginosa, the former showed a growth pattern similar to that
in a single culture regardless of the inoculum size of P. aeruginosa. The growth of P. aeruginosa,
on the other hand, was inhibited when the inoculum size of E. coli was larger than or even the same
as that of P. aeruginosa, showing growth curves lower than that of a single culture.

In mixed cultures of E. coli and S. marcescens, the growth of the latter was inhibited as compared
with that in a single culture when the inoculum size of E. coli was larger than or the same as that
of S. marcescens.

When the inoculum size of S. marcescens was larger, the growth of E. coli was inhibited as com-

pared with that in a single culture.
In mixed cultures of two species, namely E. coli and P. aeruginosa, E. coli and S. marcescens and

in those of three species, E. coli, P. aeruginosa, and S. marcescens, the addition of a g-lactam anti-
biotic inhibited the growth of E. coli. The smaller the inoculum size of E. coli, the more the in-
hibition of the growth by P. aeruginosa or S. marcescens or both.

Experimental alteration of the dominant species from E. coli to P. aeruginosa or from E. coli to S.
marcescens induced with a g-lactam antibiotic proved that the larger the difference in M. I. C. between
the two species, the easier the alteration of the microbial flora to occur.


