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連続流動培養装置を感染モデルと考え,こ れを利用 してE.coli,P.aeruginosaに 対するABPC,

NA,CFS,GMの 抗菌効果を検討 した。

薬剤濃度はMICを 規準とし,そ の1,4,16倍 をE.coliに 持続的に接触させた場合ABPC,NA

では16MICで,GMで は1MICで 菌が消滅した。P.aeruginosaで は どの薬剤の16MIC濃

度でも菌は消滅しなかった。

さらに,こ の装置で薬剤濃度を血中濃度の推移にある程度相似させ,菌 数の変化と再増殖の様子

をみた。E.coliの 場合,GMで は初濃度が64MICで 菌 が消滅するが,他 剤では102～103コ/ml

に減少するだけであった。P.aeruginosaに 対 してはいずれの薬剤の場合でもE.coliに 対する場

合より抗菌効果が弱かった。

以上のことから同じMIC値 を示す薬剤でも細菌の種類,薬 剤の種類で効果の異なることが示唆

され,臨 床効果と薬剤感受性試験の結果との不一致が出た場合の説明の一つとなると思われた。 さ

らに,こ のモデルでは再増殖開始までの時間がわかるので,薬 剤投与決定の指標ともしうると考え

られた。

このように本装置を使用することによって,細 菌と薬剤の関係を動的環境で検討てき,静 置培養

では不明な点の解明に役立つと考えられた。

感染症の治療に際して抗菌薬を選択する場合,薬 剤感

受性試験の結果を参考にするが,こ れにはディスク法や

minimum inhibitory concentration(MIC)の 測定が行

なわれる。MICの 測定は接種菌量を106コ/mlと108コ/

mlに 日本化学療法学会では定めていたが,例 えば尿路

感染症の場合尿中から104コ/mlも し くは105コ/ml以 上

検出された細菌を起炎菌 としており1,2),起 炎 菌 の菌数

は様々である。臨床ではこの細菌側の条件のほか,患 者

側の条件,薬 剤側の条件で抗菌効果に差が生 じ,薬 剤感

受性試験の結果が臨床効果にそのまま反映されるとは限

らない。

これは薬剤感受性試験が静置培養で行なわれ,対 象と

する一定接種菌量の細菌に抗菌薬を同一濃度で18時 間

接触させてその効果をみるものであるのに,生 体内では

薬剤濃度が経時的に変化し,病 巣内細菌数も一 定 で な

く,生体の感染防御機構も関与してくるためである。著

者は生体内薬剤濃度の変化に着目し,抗 菌薬濃度が経時

的に変化する場合の薬剤効果を検討しようと考えた。

このような条件にかなう実験方法として連続流動培養

法を用い,尿 路感染症における代表的菌種であるE.coli

とP.aeruginosaの 臨 床 分 離 株 を 使 用 し た。 これ らの

細 菌 に対 し,作 用 機序 の異 な る種 々の抗 菌薬 をMICを

規 準 と した 濃 度 で 作 用 させ,各 種 抗 菌 薬 の効 果 を 観 察 し

考 察 を 加 え た 。

I. 材 料 と 方 法

1. 実 験 装 置

連 続 流 動培 養装 置 に はBRYSONら3)に よ って1952年

に 報 告 され たTurbidostatとNOVICK & SZILARD4)に

よ って報 告 され たChemostatが あ る。

本 報 で使 用 した装 置 は 原 理 的 に は これ ら と大 差 な く,

概 略 はFig1の とお り で あ る。 図 中 のAはmedium

reservoirで 液 体 培 地(本 報 で はveal infusion broth)

が 入 って お り,定 量 ポ ンプ(P)でculture vessel(B)

に この液 体 培 地 が 定 量 的 に 滴 下 され る。vessel(B)容 量

は100mlで,overnowし た培 地 はreceiver(C)に 流

出す る。vessel(B)に は 攪 拌 子 が 入 って お り,magnetic

stirrer(F)に よ っ て培 地 が 攪 拌 さ れ る。 攪 拌 子 は 毎 分

180回 転 に 調 節 して あ る。water-bath incubator(G)と

thermo-unit(H)を 用 い て37。Cに 保 っ た温 水 がvessel

(B)の 外 側 を 灌 流 す る。 またmediumrese rvoir(A)に



500 CHEMOTHERAPY MAY 1982

Fig. 1 Continuous flow culture system

は 空 気 が送 入 され,培 地 のaerationが 行 なわ れ て い る 。

Iはsampling tubeで あ る。

こ こに は 示 して ない がvessel(B)側 壁 に斜 め に 電 極

挿 入用 の 孔 が あ り,培 地pHと 酸 化 還 元 電 位(oxidation

reduction potential,ORP)が 測 定 で きる。 この 装 置 全

体 を滅 菌 す るた めmedium reservoir(A)に 必 要 量 の

veal infusion brothを 入 れ,J1,J2,J3を 閉 じ121℃ で

20分 間 蒸 気 滅 菌 し,そ の後J4,J5を 閉 じる とmedium

reservoir(A)内 の培 地 がvessel(B)内 に 吸引 され て く

る。vessel(B)か ら培 地 がoverflowし だ した ら微 量 定

量 ポ ンプで 流 量 を 調節 し,J1,J3,J4を 開 き,空 気 を 培 地

中 に送 入 し,J5を 閉 じる。 装 置 が 冷 え て室 温 に な った ら

J2を 開 く。

雑 菌 の混 入 して い ない こ とを24～36時 間 後 に 確 認 し,

E.coliあ るい はP.aeruginosaをvessel(B)中 へ102

コ/mlも しくは104コ/mｌ とな る よ う接 種 す る。 流 量 は

20ml/hrに 調節 して あ り,希 釈 率 は20%per hourと な

る。す なわ ちvessel(B)容 量 の20%の 滅菌 した培 地 が

毎 時間 添 加 され,同 量 がreceiver(C)に 排 出 され る。

pH,ORP測 定 用 のpHメ ー タ ー と電 極 は 日立 ・堀 場

pHメ ー タ ーM-7と そ の復 合 電 極 同等 品 を 作 製(コ ト

ウ科学)し,使 用 した。 こ の メ ー タ ーに千 野 製 作 所 製

EM800-06記 録 計 を 接 続 し,経 時 的 にpH,ORPの 変

動 を 記 録 した。

2. 使用 菌 種,抗 菌 薬 お よびMIC

使 用菌 種 は東 海 大 学病 院 泌尿 器 科 患 者 由 来 のE.cofi

とP.aeruginosaで,抗 菌 薬 はampicillin(ABPC),

nalidixic acid(NA),gentamicin(GM),cefsulodin

(CFS)を 用 いた 。 各 薬 剤 の これ ら菌 種 に対 す るMICを

Table1に 示 した。MICの 測 定 は 日本 化学 療 法 学 会 標

準 法 に 準 じた が接 種 菌 量 は2×107コ/mlと し,培 地 は

veal infusion agar(Difco)を 使 用 した。 菌 数 計 算 は 生

Table 1 MIC ( ) : MIC value after regrowth

理 食 塩 水 に よる10倍 希 釈 法 に よ り平 板 上 の 集落 数 を数

え た。 この培 地 にはheartinfusion agar(Difco)を 用

い た。 抗 菌 薬濃 度 測 定 は 日本 抗 生 物 質 医 薬品 基準 解説 な

どに 従 った。

予 備 実験

1. E.coliとP.aeruginosaの 増 殖

希釈 率20%per hourで,culture vessel(B)内 に

mediumが 定 常 的 に流 入 して い る 状 態 で102コ/mlの

E.coli,P.aeruginosaを 別 々に 接 種 し,経 時 的 な菌数

変 化,pH,ORPを 記 録 した。

2. culture vesse1内 の 抗 菌 薬 濃 度

medium reservoir内 にNA,ABPC,GM,CFSを

100μg/mlと な る よ う加 え た場 合のvessel(B)内 での

濃 度 を測 定 した 。 またculturo vessel内 にNA,ABPC,

GM,CFSを100μg/mlお よび400μg/mlと な る よう

加 えた 場 台のvessel(B)内 濃 変夏 化 も測定 した。

実 験1

E.coli,P.aeruginosaがvessel(B)内 で"結 果"で

述 べ る よ うに 定 常状 態 とな ってか らmedium reservoir

(A)内 に 抗 菌 薬 を 加 え,vessel(B)内 の 細 菌数 の 消長を

経 時 的 に み た。添 加 薬 剤 濃 度 は対 象 とな る菌 種 に対す る

MICの1,4,16倍 と した。

実 験2

E.coli,P.aeruginosaがvesse1(B)内 で定 常状 態 と

な って か らculture vessel(B)内 に 抗菌 薬 を加 え,細

菌 数 の 消長 を経 時 的 に観 察 した。

添 加 薬 剤 濃 度 は対 象 菌 種 に対 す るMICの4,16,64

倍 と した 。 この 際pHとORPの 測 定 も行 な った 。

II. 結 果

予 備 実 験

1. culture vessel内 で のE.coliとP.aeruginosa

の増 殖 曲線 はFig2の とお り,ほ ぼ10～16時 間 で107コ

/mlと な り定 常 状 態 とな る。 増 殖 曲 線 か らE.coliよ り

もP.aeruginosaの 増 殖 は 緩 徐 で,ORPは 菌 数 の変動

に一 致 して動 き,菌 数 が 増 加 す る と低 下す る。pHは 菌

数 の増 加 につ れ て 上 昇 す るが 著 明な もの では な い。

2. culture vessel内 の 抗 菌 薬 濃 度

medium reservoir(A)内 に抗 菌 薬 を100μg/mlと な

る よ う加 え た 場 合vessel(B)内 の 濃 度 はFig.3の よ う
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Fig. 2-viable counts •c•cpH of the liquid

medium -•E-ORP of the liquid medium.

Bacterial growth, pH and ORP measure-

ments in the culture vessel

Fig. 3 Medium without antimicrobial drug in the

vessel was diluted with the medium contain-

ing 100 ƒÊg/ml of NA, GM, CFS or ABPC

at the rate of 20% per hour. The curves

indicate actual concentrations of drugs deter-

mined at each time points.

になる。NA,CFS,GMは ほぼ 同様 の濃 度変 化 を示 す

が,ABPCは13時 間 で最 高 濃 度 を示 した後,抗 菌 活 性

が低下 してゆ く。

culture vessel(B)内 に各 種 抗 菌 薬 を100お よび400

μ9/mlと な る よ う加 えた 場 合,vessel(B)内 の 薬 剤 濃

度実測値 をFig4に 示 した。 この100,400μg/mlの 濃

度は α25μg/mlの16,64倍 の濃 度 で,こ の 実 測 濃 度

推移がOne compartment modelひ こよ る血 中 濃 度 推 移

のパター ン と比 較 的 類 似 して い る こ とを 示 した も の で あ

る。

実験1

E.coliがvessel内 で定 常 状 態 とな っ て か ら,me-

dium reservoirにABPC,NA,GMをMICの1,4,

16倍 濃度 で加 え た 場 合 の 菌 数 変 化 をFig5～7に 示 し

Fig. 4 Antimicrobial drugs (ABPC
, NA, CFS or

GM) of 400 ƒÊg/ml or 100ƒÊg/ml were added

in the culture vessel at time zero. The curve

indicate actual concentrations of drugs deter-

mined at each time points. Medium in the

vessel was diluted with fresh medium with-

out antimicrobial drugs at the rate of 20%

per hour

Fig. 5 Experimental details were described in

legend to Fig. 3. Viable cell numbers of E. coli

in the culture vessel to which 1, 4 or 16

folds MIC of ampicillin was added contin-

uously

た。ABPCとNAの 場合,1,4MICで は一過性の菌

数減少があるが,2～3日 でもとに戻る。16MICで は

NAの 場合3日 で菌が検出されなくなり,ABPCで は数

十個/mlの 菌 が継続 して検出され た。GMの 場合は1

MICで ほ とんどの菌が検出されなくなる。

P.aeruginosaが 定常状態となってから,NA,CFS,

GMを それぞれ1,16MICと な るようmedium res-

ervoir(A)に 加 えた場合の菌数変化はFig.8～10に 示
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Fig. 6 Viable cell numbers of E. coli in the culture

vessel to which 1, 4 or 16 folds MIC of nali-

dixic acid was added continuously

Fig. 7 Viable cell numbers of E. coli in the cul-

ture vessel to which 1, 4 or 16 folds MIC of

gentamicin was added continuously

Fig. 8 Viable cell numbers of P. aeruginosa in

the culture vessel to which 1 or 16 folds MIC

of nalidixic acid was added continuously

した。P.aeruginosaの 場合どの薬剤でも菌は残存する

が,菌 数減少度は薬剤によって異なる。減少度のもっと

も大 きいのはGMで あるが,NAで は16MICで も2

Fig. 9 Viable cell numbers of P. aeruginosa in

the culture vessel to which 1 or 16 folds MIC

of gentamicin was added continuously

Fig. 10 Viable cell numbers of P. aeruginosa in

the culture vessel to which 1 or 16 folds MIC

of cefsulodin was added continuously

オーダー程度 しか減少しない登また再増殖開始までの時

間もGMが もっとも長い。 この実験1で 再増殖してき

たE.coliとP.aeruginosaに 対する各薬剤のMIC

は,Table1の()内 に示した。

ABPCのE.coliに 対するMICに 差はないが,NA

の場合著明にMICが 上昇 している。

実験2

定常状態となったEcoliに 対 しvessel(B)内 に,

ABPC,NA,GM,CFSを 加 えた場合の菌数変動はFi9

11～14に 示 した。これら4剤 の効果を比較してみると,

どの濃度でもNAを 加えた場合がもっとも菌数減少度が

小さく,再 増殖に要する時間も短い。しかし菌数減少,

再 増殖のパターンはABPC,CFSの 場合と類似した形を

示 し,24～36時 間で菌数が元の レベルに戻る。



VOL.30 NO.5 CHEMOTHERAPY
503

Fig.11 Viable cell numbers of E. coli in the cul-

ture vessel to which 4,16 or 64 folds MIC

of ampicillin was added at time zero. Exper-

imental details were described in legend to

Fig. 4

Fig 12 Viable cell numbers of E. coli in the cul-

ture vessel to which 4,16 or 64 folds MIC

of nalidixic acid was added at time zero

CFSとABPCを 比較すると菌数減少度に差がなく,

増殖開始までの時間がCFSの 方が短いといえる0GM

の場合64MICで 菌が消滅 し,16MICで も静菌時間

は他剤に比して長い。

P.aeruginosaに 対 してGM,NA,CFSをvessel(B)

に加えた場合をFig.15～17に 示 した。各抗菌薬濃度で

の菌数減少度はE.coliの 場合より小さく,GMの64

MICの 場合でも再増殖がみられた。

CFSを 加えた場合の菌数減少度はGMの 場合とそれ

ほど差がないが,再 増殖までの時間は短い。この実験2

でNAとGMを 加えた際のpH,ORPの 変動をFig.18

～19に 示 した。

Fig. 13 Viable cell numbers of E . coli in the cul-
ture vessel to which 4,16 or 64 folds MIC

of gentamicin was added at time zero

Fig. 14 Viable cell numbers of E. coli in the cul-

ture vessel to which 4,16 or 64 folds MIC

of cefsulodin was added at time zero

予備実験で示 したように菌数が減少するとORPは 上

昇 し,pHは 少 しずつ低下 し,薬 剤の種類による差は認

められない。

III. 考 察

試験管内で細菌が増殖する場合,栄 養素の減少と代謝

産物の蓄積が起こるが,こ れを避けるために連続流動培

養法が開発され,本 邦では小沢5,6)が,欧 米ではFRETER

ら7)が 腸管内における各種細菌の拮抗現象解明に用いて

いる。

連続流動培養装置にはTurbidostatとChemostatが

あ り,前 者は培養した細菌密度を光電気的に測定 し,そ

れによって培地の添加量を調節 し,細 菌密度を定常状態

に保つ装置である。培地には必須栄養素が過剰に存在す

るため細菌は常に対数増殖の状態を示す。 ここでの増殖
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Fig.15 Viable cell numbers of P. aeruginosa in

the culture vessel to which 4,16 or 64 folds

MIC of nalidixic acid was added at time zero

Fig. 16 Viable cell numbers of P. aeruginosa in
the culture vessel totwhich 4,16 or 64 folds
MIC of gentamicirdwas added at time zero

速度は設定された環境条件,細 菌の種類,培 地などによ

って左右されれ。Chemostatは 培地流入速度と限 定 因

子濃度の制御により細菌密度と増殖速度を一定に保っこ

とができる。

限定因子としての低濃度栄養素はすぐ利用 しつ くさ

れ,vessel内 栄養素濃度はほぼ0に 保たれる。こ こで

もっとも重要な因子は細胞の分裂速度を規制する希釈率

で,培 養液の流入速度を調節することで増殖速度が変え

られる。今回の実験方法では宿主側からの攻撃的因子は

ないものの,新 しい栄養源が次々と供給され,代 謝産物

が排除されてゆくので,従 来の静置培養で測定された抗

菌力よりも正常尿路内での抗菌効果に近い結果が示され

るといえる。vessel内 で細菌が増殖する場合,加 えた

培養液でそれが希釈されるため細菌増殖速度よりも希釈

Fig. 17 Viable cell numbers of P. aeruginosa in

the culture vessel to which 4,16 or 64 folds

MIC of cefsulodin was added at time zero

Fig. 18 The change of viable cell, pH and ORP in
the culture vessel to which 4,16 or 64 folds
MIC of nalidixic acidlwas added at time zero

率が大きくなればその分だけ細菌が流出し,菌 数が減少

する。

この方法て抗菌薬の細菌制圧効果をみた詳 細 な報告

は,本 邦では著者が1977年 の第24回 日本化学療法学会

東 日本支部総会で発表するまで本邦文献ではみられず,

最近,村 川 ら8)が本法に比較的類似した方法でcephalos-

porin系 薬剤の抗菌効果について報告しているにすぎな

い。欧米ではGRAssoら9)の 報告が1978年 に あ り,

0'GRADYら10.11)に よっても類似の方法による実験 が

1976年 に行なわれている。

使用菌種のE.coliは 泌尿器科外来患者からもっとも

高頻度に分離され,Paeruginosaは 入院患者からの検

出率が高 く,尿 路感染症の主役と考えられている12)。

使用抗菌薬は作用機序の異なるABPC,NA,GM,CFS

を選んだ。CFSは 新 しいcephalosporin系 薬 剤で,

Pagruginosaに 対 して特異的に抗菌作用があるとされ
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Fig. 19 The change of viable cell, pH, ORP in the

culture vessel to which 4, 16 or 64 folds MIC

of gentamicin was added at time zero

Fig. 18, 19 -viable counts
•c•cpH of the liquid medium

-•E-ORP of the liquid medium

ている。

この装置でreservoirを 腎, vesselを 膀胱 と考えれば

この実験系は力テーテル留置患者 と条件的に一致すると

考えられる。すなわち尿が膀胱へ送 り出されると希釈に

よって細菌密度が減少し,一 方では増殖による細菌密度

の増加もある。したがって尿量が多ければ細菌密度は減

少し,尿量が少なければ増加するわけで,こ の尿量の増

減を本装置の希釈率にあてはめて考えれば,腎 で産生し

た尿が膀胱へ流れ,留 置カテーテルの存在が多少の残尿

を伴うことを考えれば,本 装置がin vivoの 条件に近い

ということがわかる。

CATTEL,ら13)は 尿流量を増加させると数時間で尿中細

菌数が103コ/ml以 下に減少すると述 べ て い る。また

HINMAN14)15)は排尿機構による感染防御に関 して,排 尿

前後の尿中細菌数は早朝第1尿 にもっとも多 く,夕 方が

もっとも少なく103～105コ/mlと なるが利尿状態で異な

るとしている。

薬剤の抗菌力はMICで 示 されてい るが,minimum

bactericidal concentration(MBC)を 重視するものもい

る16)。しかしながら,こ れは抗菌薬を18時 間同一濃度

で一定接種菌量の細菌に接触させた結果であって,こ れ

と対比する意味で実験1を 行 な った。 しか しculture

vessel内 の薬剤濃度がmedium reservoir内 の濃度と

ほぼ等しくなるのに約36時 間を要 し,濃 度上昇も直線

的ではなかった。 またABPCの 抗菌活性低下がみられ

たが,本 剤は溶解すると経時的に力価が低下してゆくも

ので17～19),室温から37℃ では抗菌活性がかな り低下す

ると考えられる。単にMICを 求める場合と異な り,本

法では抗菌効果として菌数減少度と再増殖開始までの時

間すなわち静菌時間をとりあげることがてきる。

実験1で はこの2つ の観点からみるとE.coliに 対 し

てはGMが もつとも抗菌力に優れ,1MICで 充分な抗

菌効果を示 おが,NA, ABPCで は16 MICが 必要であ

る。ABPCとNAのMICが6.25μg/ml,GMで1.56

μg/mlと4倍 の差であ るのに本実験では16倍 の差があ

るといえる。 またABPC, NAの1,4MICの どの場合

でも18時 間 までは抗菌活性が認ゆうられ菌数の減少がみ

られたが,そ の後再増 殖が認められ た。Fig, 5,6か ら

明らかなように,ABPC, NAて け16 MICの 濃度がな

いと再増殖を始 め る。1MICの 濃度があれば細菌の発

育が阻止されるはずであ るが,ABPCの 場 合はすでに

Fig.3に 示 したように抗菌活性の低下が大きな原因と考

えられ,NAの 場合は再増殖後のMICを みればわかる

ように耐性菌が出現することによると考えられる。再増

殖開始までの時間はNAの 方が早 く,同 じMICて も

ABPCの 方が優れていると思われた。

P. aeruginosaの 場 合 の 菌数 減 少度 はGMで もっ と

も著 明 で,CFS, NAと 続 く。 再 増 殖 まて の 時間 はGM

添 加 で も っと も長 く,NAとCFSの 場rrは 同程 度 と評

価 され た。

実験2で は薬剤消失時間は10時 間程度で,細 菌の再

増殖までの時間が約12時 間であることからFig.18に

示すように薬剤濃度が1MIC以 下 となって2～3時 間

後 と考えられる。これはGRASSOら9)が 細菌の再増殖は

薬剤濃度が1MIC以 下 になってから起 こるとCEZに

関 して述べているのにほぼ一致する。

再増殖して定常状態になるまでの時間は高濃度薬剤に

接触した場合ほど長い傾向がみられ るが,NAとCFS

ではあまり差がない。

P.aeruginosaの 場合,各 薬剤添加後の菌数減少,再

増殖のパターンはE.coliの 場合と似ているが,菌 数減

少度は小さい。またNA,CFS添 加の場合各菌種に対す

る抗菌パターンに差はないが,GMの 場合は再増殖まで

の時間が長い。薬動力学的には,実 験2はROWEら20)

が示 しているようにone compartment modelに 相 当

し,vessel内 の抗菌薬濃度の推移は1回 静注法に よる

血中濃度の推移に近いと考えられる。 したがって実験2

は感染症に対する抗菌薬投与モデルの一つと考えられ,

希釈率を一定にすれば血中薬剤濃度持続時間,あ るいは

半減時間(t1/2)も 一定と考えられる。

GRAssoら9)はE.coliに 対 して投与時薬剤濃度が同じ

なら.血 中半減時間が変っても殺菌力は同じで再増殖ま

での時間が異なるとし,逆 の場合は再増殖までの時間に

差がないとしている。実験2は この逆の場合に相当し,

GMの 場合を除いては比較的よく一致 してお り,cep-
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halosporin系 薬 剤 だ け で な くABPC,NAに つ い て も岡

様 の こ とが い え る と思 われ た。

GREENWOODら21)はdilution systemを 使用 し,ben-

zil penicillin(PCG)とABPCのE.coli,P.mirabilis

に 対す る抗 菌力 を み て お り,E.coliに 対す るABPCの

場 合4MICでrapid lysis,1MICでdelayed lysis

を 認 め て お り,本実 験 結果 と一 致 して い る。

また 御 旅 屋22)は 感 染 症 治療 モ デルを 設 定 し,cephalo-

thin(CET)の 培 地 内濃 度 がMIC以 下 に な る と 菌の 再

増 殖 が 盛 ん と な るが,crythromycm(EM)で は 培 地 内

濃 度 がMIC以下 に な って も再 増 殖 が認 め ら れ ず,12

時 間 ご との 投 与法 が効 果 的 で あ る と して い る。

五 島 ら23)はcefatrizine(CFT)とcephalexin(CEX)

の抗 菌 力 を 比 較 す る た めE.coli NIHJ JC-2株 を 用

い,振 盪 培 養下 で1MIC濃 度 のCEXが6時 間 まで し

か 抗 菌 作 用 が な いの にCFTは8時 間 で も抗 菌 作 用 を 示

し,4MICの 濃 度 ではCEXで も8時 間 て抗 菌 作 用 を

認 め た と して い る。

鈴 木 ら24)と の 共 同研 究 で 著 名はE.coliを 起 炎 菌 とす

る急 性 単 純 性 膀 胱炎 患 者40名 に この 両 薬 剤 を投 与 し,

尿 中細 菌 減 少 度 と尿 中薬 剤 濃 度,起 炎 菌 に 対 す るMIC

の 関 係 を 検 討 した。 投 与 量 は両 剤 と も1回25mgで あ

る。 そ の 結 果,最 高 尿 中 濃 度 が16MICに 達 して い る

CFT投 与群 では8時 間後 の 尿 中 に 細 菌 を認 め ず,そ こ

まで 濃 度 の上 昇 して い な いCEX投 与 群 で は1例 を 除 き

菌 数 減 少 しか 認 め られ なか っ た。

1回25mgの 投 与量 は 通 常 の1/10～1/20の 盆 で あ ろ

が,最 高 尿中 濃 度 がMIC値 の16倍 とな って 菌 が 消 滅

して い る こ とは 感染 防 御 機 構 の 問題 が あ る と して も,実

験2のE.coliに 対 す る各 薬 剤 の抗 菌 効 果 を みれ ば うな

ず け る もの で あ る(NAの 場 合 以外 は108コ/ml以 下 と

な って い る)。

GREENWOODら25)もE.coli,P.mirabilisに 対 す る

β-lactam抗 生 剤 の投 与 量 は 通 常 の1/4で 充 分 と して い

る。 し か し な が らP.aeruginosaで は16MICで も

105コ/ml程 度 に しか菌 数 が 減 少 せ ず,同 じMIC値 を 示

す 薬 剤 で も菌 種 に よっ て効 果 が 異 な り,有 効 と思 わ れ た

薬 剤 が 無 効 の 場 合 もあ る こ とを うか がわ せ る。 一 方,尿

路 感 染 症 で は 尿 中薬 剤 濃 度 が 高 くな るの で,い わ ゆ る耐

性 菌 に 対 して も有 効 な 場 合 が あ る26～28)。

以 上,連 続 流 動 培 養 とい う動 的 環 境 下 に お け る薬 剤 の

抗 菌効 果 発 現 の パ ター ンにつ いて 述 べ た が,こ れ らは 菌

種 あ るい は 薬 剤 の相 異 に よ って 左 右 され る と考 え られ,

各 薬 剤 の 細 胞 外膜 透 過 性,作 用 機 序 な どに関 わ る問 題 で

あ り,臨 床 面 との比 較 を 含 め て さ らに検 討 を 要 す る と思

わ れ る。

以上のことをまとめると,実 験1で は同 じMICで も

ABPCに 認められた抗顔活性の 低 下,NAに 認められ

た耐性菌の早期出現,GMで 認められたMIC以 下の濃

度での抗菌効果など薬剤によって動的環境における抗菌

力に追のあることが判明した。 またE.coliとP.aeru-

ginosaに 対する各薬剤の効果から菌種によっても動的

環境下ては抗菌力に差のあることが判明 した。

実験2で は連続流動培養法が感染モデル,と くに尿路

感染モデルたりうることを述べ,Fig11,12,14,15,

17に 示すように,E.coli,P.aeruginosaに 対 しては

GMを 除き,各 薬剤間の作用機序の差はともかく,添 加

時薬剤濃度が菌数減少度に関係することを示 した。GM

では他剤より静菌時間が長かった。

E,coliに 対する16MIC濃 度の薬剤添加では菌数が

108コ/ml程 度に減 少 し,す でに報告 した急性単純性膀

胱炎の治療成績 と対比 しえた。またE.coliに 対する

CFS,P.aeruginosaに 対するNAの 成績からいわゆる

耐性菌といわれる菌株に対 しても薬剤濃度によっては抗

菌作用を示す場合があることを示 した。

連続流動培養という動的条件下で得られた薬剤の抗菌

効果についての成績は,薬 剤の細胞外膜透過性,作 用機

序,投 与方法,投 与間隔などに関連 した多元的情報を提

供 してお り,静 置培養における薬剤効果についての結果

が一元的な情報しか求められないものであることを考え

ると,薬 剤の抗菌効果の動的把握 という面から重要な意

義をもつと考えられた。

稿を終えるにあた り研究の機会を与えられ,終 始御指

導御助言頂きました大越正秋教授,微 生物学教室小沢敦

教授に深甚の謝意を表します。

なお本論文の要旨は第24回 日本化学療法学会東日本

支部総会および第26回 日本化学療法学会で発表した。
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EFFECT OF ANTIBIOTICS ON THE GROWTH OF GRAM-NEGATIVE

BACTERIA IN CONTINUOUS FLOW CULTURE

I : STUDIES ON SINGLE CULTURE OF ESCHERICHIA COLI

AND PSEUDOMONAS AERUGINOSA

KEISIII OKADA

Department of Urology, School of Medicine, Tokai University

A continuous flow culture has been developed as in vitro model of bacterial growth and drug con-

centrations in the body. On the other hand, the antibiotic sensitivity of bacteria has been tested by

static culture using liquid and solid media. This study was designed to analyze the antimicrobial ac-

tivities of several antibiotics (ampicillin, nalidixic acid, cefsulodin and gentamicin) on gram-nagative

bacteria such as Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, cultured by the continuous flow system.

When a portion of medium containing 16 times the MIC of the test antibiotic was introduced to

the culture vessel containing steady state bacterial cells (2•~ 107/ml), a marked decrease in the bac-

terial cells in the culture vessel was observed. Escherichia coli was completely eradicated or reduced

to 102 to 103 per ml by 64 times MIC of gentamicin or other drugs such as nalidixic acid, ampicillin and

cefsulodin. The effect of the antibiotics in eliminating Pseudomonas aeruginosa was not as significant

as with Escherichia coli when the same antibiotic concentration was added to the reservoir medium or

introduced directly to the vessel.

We also determined the time required to attain the steady state of cell growth after drastic reduc-

tion of the cell density by introduction of antibiotics to the vessel as a one-compartment model of

drug absorption and excretion.

Our results suggest that the inhibitory effects of antibiotics on the growth of steady state gram-

negative bacteria are quite different from the effects determined by the conventional static culture.

Since the dilution rate of the drug is not proportional to the dilution rate of the cells in the culture

vessel, the results obtained from such experiments should be interpreted carefully. However, the

information obtained might provide a basis for making a time schedule for drug administrations to

patients. Thus, we believe that use of a continuous flow culture system to study the effect of anti-

microbial agents in the dynamic state is meaningful and provides important information concerning

the chemotherapy of bacterial infections.


