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喀痰分離 グラム陰性 桿菌, S.aureUSの 抗生物 質感 受性:

新鮮株 と保存株 のMIC値 格差について

佐々木昌子 ・大泉耕太郎 ・青沼 清一

渡 辺 彰 ・大沼 菊夫 ・今 野 淳

東北大学抗酸菌病研究所内科

(昭和56年9月25日 受付)

1980年7月 ～9月 迄 の3か 月 間 の 本 院 痰 中 検 出 グラ ム陰 性 桿 菌 お よびS. aureusに 対 す る9薬 剤

(ABPC, PIPC, SBPC, CEZ, CMZ, GM, DKB, AMK, MINO)のMICをMIC 2000 System

(Dynatech Lab. Inc.)を 使 用 し,菌 分 離24時 間 以 内 に測 定 した。 さ らに 同株 を 半 流 動 普 通 寒天

中 に 保 存 し2～3か 月後 に 同 様 な 方 法 でMICを 測 定 し新 鮮 株 のMICと 比 較 した。

1) 対 象 と な っ た痰 中 検 出 菌 の 総 数 は269株(149例)で あ り, K.pneumoniae 83株(48例),

Enterobacter 67株(40例), P.aeruginosa 28株(9例), E.coli 18株(9例), K.oxytoca 17

株(13例), S.marcescens 15株(10例), S. aureus 15株(7例)で あ った 。

2) 新 鮮 分 離 株 の 薬 剤 感 受 性 は9薬 剤 に お い て,通 常 報 告 で み ら れ るMICと 比 べ 高 か つた 。

MIC70で み る とPCsで は臨 床 有 効 濃 度 内 にMICが あ るの は, S.marcescensに 対 す るPIPC,

S. aureusに 対 す るsBPcの み で あ り,他 は す べ て ≧100μg/mlで あ った 。CEPsのS.aureus

に 対 す る感 受 性 は3.13～6.25μg/mlと 良 好 で あ った が, Klebsiella, E. coli, S. marcescens

(CMZの み)で はMIC10が12.5～50と 比 較 的 高 い 値 を 示 して い た。AGsに おい て は,一 部 の菌

に 対 し,GMが3.13～6.25μg/mlのMIC70を 示 した が,他 は ほぼ す べ て ≧12.5μg/mlと 耐 性

で あ った。

3) 保 存株 と新 鮮 株 の 薬 剤 感 受 性 をMIC70で 比 較 す る と, Enterobacleriaceaeお よびP. aeru-

ginosaに お い て はPIPC,GM,DKB,AMKで は保 存 後 のMICが 数 段 階 低 下 し,保 存 株 と新 鮮

株 の 間 の 変 動 幅 が 大 きか った 。 これ ら薬 剤 の 保 存 株 で示 され たMIC70は 化 療 新 薬 シ ンポ ジ ウムで の

発 表 と ほぼ 一 致 して い た。S. aureusで はPCsとAGsに お け る新 鮮 株,保 存 株 間 のMICの 変 動

が 大 きか っ た。 しか しCEPsで は 保 存 菌 株 のMICと 新 鮮 株 のMICの 変 動 は 少 なか った。

4) 半 流 動 培 地 菌 株 保 存 及 び-80℃ 薬 剤 保 存 に よ るMICの 変 動 は 一 段 階 ま で で あ った。

抗 生 物 質 の 抗 菌 力 の 比 較 に あた っ ては,保 存 株 に よ る

MICが 標 準 の 方 法 と して 使 用 され て い る。 わ れ わ れ は

MIC2000Systemに よ り喀 痰 分 離 新 鮮 株(菌 分 離24

時 間 以 内)のMICを 測 定 した 。 さ ら に 同一 菌 株 の 保 存

後 のMICを 測 定 し,新 鮮 株 に よ るMICと 比 較 し,2,

3の 知 見 を 得 た の で報 告 す る。

I. 研 究 方 法

対 照 菌 は 昭 和55年7月 ～9月 の3か 月 間 に本 院 呼 吸

器 科 入院 中 の 患 者 の 喀 痰 排 出 菌 の うちH.influenzaeを

除 く グ ラム陰 性 桿 菌 お よびS.aureusと した。 新 鮮 株 は

痰 中 よ り分 離 後,塗 抹,染 色,菌 同 定 す る と 同 時 に,

Heart infusion broth (Difco, HIB)で 一 夜 培 養 し,

MIC 2000 Systemに よ りMICの 測 定 を 行 な った。 同

株 をNutrient agar (Difco)半 流 動 培 地 に保 存 し2～

3か 月 後 に 同 様 の 方 法 でMICを 測 定 した。MICはHIB

に 一 夜 培 養 菌 を ほ ぼ105～106/ml接 種 し.37℃,16時

間 培 養 後 に 発 育 阻 止 す る最 小 濃 度 と した 。抗 生物質は以

下 の 市 販 注 射 剤 を 使 用 した: Sodium ampicillin (Vic-

cillin明 治製 菓, ABPC) , Disodium sulbenicillin (Li-

lacillin武 田薬 品, SBPC) , Piperacillin (Pentcillin

三 共, PIPC), Cefazolin sodium (Cefamezin藤 沢薬

品 工 業,CEZ), Cefmetazole sodium (Cefmetazon三

共,CMZ), Gentamicin sulfate (Gentacin塩 野義製

薬, GM), Dibekacin sulfate (Panimycin明 治製菓,

DKB), Amikacin sulfate(萬 有 製 薬
, AMK)。 薬剤濃

度 はABPC, SBPC, PIPC, CEZ , CMZは3.13～100

μg/ml,GM,DKB,AMKは0.39～25μg/mlま での2

段 階 希 釈 と し,-80℃ フ リー ザ ーに 保 存 し
,必 要 に応
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じ,室 温融 解 し使 用 したQ

薬 剤 の 冷 凍 保 存 に よ る活 性 低 下,菌 の 半 流 動 培 地 室

温 保 存 に よ る安 定 性 の 確 認 の ため に,当 院 保 存 標 準 株

S.aureus 209 P, P. aeruginosa IAM 1007, E. coli K

12, E. coli NA 15, K. pneumoniae PCI 602を 半 流 動

に 保 存 し,MICの 変 化 を検 討 した。

な お,臨 床 上 大 多 数 の 菌 の 感 受 性 を 反 映 す る 値 と し

て,70%の 菌 の 発 育 を 阻 止 す る 薬 剤 濃 度(MIC70)を

算 定 し,抗 菌 力 の 比 較 に 使 用 した 。 さ らに,よ り大 きな

集 団 を 代表 す る値 と して 過 去5年 間 に わ た る化 療 新 薬 シ

ンポ ジ ウム全 国 集 計 よ りMIC70を 算 定 し,比 較 の ため

に 使用 した。

II. 成 績

1980年7月 ～9月 まで の3か 月 間 の 痰 中 検 出S. au-

reus,グ ラ ム陰 性 桿 菌 は 総 数269株 で あ り, K. Pneu-

moniae 83株(30.9%)48例, Enterobacter 67株

(24.9%) 40例, P. aeruginosa 28株(10.4%)9例,

E. coli 18株(6.7%)9例, K.oxytoca 17株(6.7%)

13例, S. marcescens 15株(5.6%)10例, S.aureus

15株(5.6%)7例,そ の 他26株(9.796)で あ り,

K.pneumoniaeとEnterobacterで 半 数 以 上 を 占 め て

い た(Table 1)。

K.pneumoniaeに 対 す る 新 鮮 株MICの 累 積%を

Fig.1に 示 す 。新 鮮 株 に 対 す る β-lactam抗 生 剤 の

MICはCMZ, CEZ <PIPC <ABPC, SBPCの 順 で あ り,

Cefalosporins (CEPs)の 好 感受 性 が示 さ れ る。 同 じ く

Aminoglycosides (AGs)で はGM <DKB, AMKの 順

Table 1 Gram-negative bacilli and S. aureus isol-

ated from sputum, from July to September 

1980

* Including 7 strains of C. freundii, 6 strains of 
S. liquefacience, 4 strains of S. epidermidis, 3 
strains of P. inirabilis, 2 strains of A. anitr-
atus, 2 strains of Moraxella, a strain of K. 
ozaenae and a strain of Arizona.

で あ り, DKB, AMKの 耐 性 化 が 認 め ら れ る。 保 存 株

に お け るMICはSBPCを 除 き いず れ も感 性 側 に移 行

した 。

Enterobacterに 対 して は 新 鮮 株 は β-lactam剤 の い

ず れ に もMICが 高 く,わ ず か にPIPCが 感 性 側 に 位 置

して い た(Fig.2)。AGsのMICは 感 性 か ら耐 性 迄 広 く

分 布 して い た。 保 存 株 のMICはPIPC, GM, DKB,

AMKで 感 性 側 に移 行 した。

P.aeruginosaの β-lactam剤 に 対 す る 新鮮 株 のMIC

Fig. 1 Cumulative % of MIC against K. pneumoniae
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Fig. 2 Cumulative % of MIC against Enterobacter

Fig. 3 Cumulative % of MIC against P. aeruginosa

はPIPC <SBPC <ABPC, CEZ, CMZの 順 に 低 くPIPC

が 好 感 受 性 を 示 した(Fig.3)。AGsで はGM, AMK<

DKBの 順 で あ り,DKBの 耐 性 化 が め だ っ て い る
。 保

存 菌 に 対 す るMICの 累 積 曲 線 はPIPC,GM,DKB ,

AMKい ずれ も,よ り感 性 側 に 移 行 した。

Eco"に お い ては 新 鮮 株 の β-lactam剤 に 対 す る累積

曲線 は 感 性 側 か らCMZ< CEZ=PIPC , <ABPC, SBPC

の順 で あ り,Penicillins(PCs)耐 性 菌 の存 在 を示 してい

た(Fig.4)。AGsの 感 受 性 はGM< DKB
, AMKの 順

で あ った が,い ずれ もMICは 比 較 的 高 値 で あ
った。保
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Fig.4 Cumulative % of MIC against E. coli

Fig.5 Cumulative % of MIC against K. oxytoca

存菌株のMICはCEZを 除 き,い ずれ も感性側 に移行

した。

K.oxytocaに おいては,新 鮮 株 の β-lactam剤 に対

するMICの 累積曲線はCEZ< CMZ< PIPC< ABPC,

SBPCの 順 であ った(Fig.5)。AGsで はAMK, GM<

DKBの 順 にMIC累 積 曲線 は位置 しAGs剤 の耐性 が

示 され た 。 保 存 株 との 比 較 で はPIPC, ABPC, GM,

AMK, DKBの 耐 性 低 下 が み とめ られ た。

S.marcescensの 新 鮮 株 の β-lactam剤 に対 す る感 受

性 はPIPC, CMZ< SBPC< ABPC< CEZの 順 に 位 置

し,PIPCが 好 感 受 性 を 示 して い た(Fig.6)。AGsの

累 積 曲線 はGM, AMK< DKBの 順 で あ るが い ず れ も
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Fig.6 Cumulative % of MIC against S. marcescens

Fig.7 Cumulative % of MIC against S. aureus

耐性 側 に 位置 して い た。 保 存 株 との 比 較 で は,PIPC,

ABPC,GM,AMKに お け るMIC累 積 曲線 は感 性 側 へ

と変移 した。

S.aureUSに 対 す る新 鮮 株 の β-lactam剤 間 で の感 受

性 はCPsの 好 感 受 性 が示 され た(Fig.7)。AGsで は ,

GM< AMK< DKBの 順 にMICは 低か った。 保 存 株

MICと の比 較 で は,9薬 剤 す べ て で 感 性 側 への 移行が

み られ た。

個 々の菌 と薬 剤 の 関 係 を 比 較 す る た め新 鮮 株 お よび保

存 株 で のMIC70を 算 定 し,感 受 性 の 変 動 を矢 印で示し

た(Table 2)。Enterobacteriaceae (Klebsiella
, En-

terobacter, E. coli, S. marcescens)お よびP . aeru-
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Table 2 Difference between MIC70 against fresh isolates and MIC70 against strains preserved for 2 

to 3 months

↑:  indicate a decrease of one doubling dilution of MIC70.

↓ : indicate a increase of one doubling dilution of MIC70.

O : indicate no change of MICH,.

ginosaに 対 しABPC, SBPCの 抗菌 力は 弱 く, scale

outの 状態であ り,保 存株 の耐性低下 に関す る評価 はで

きないが,PIPCで は保存に よ り1～3段 階のMIC低

下がみられた。 同 菌 に対す るCEPsのMIC値 は安 定

してお り,K. pneumoniaeに おいてCMZが2段 階の

低下を示 したほかは大 きな変動はみ られなか った。AGs

ではいずれ も保存に よ り数 段階のMIC値 低下 がみ られ

た。S. aureusで は いずれの薬剤 でも耐性低下 がみ られ

たが,特 にABPC, PIPCで の耐性低下 が著 明 で あ っ

た。

今回の研究で得 られ たMIC70値 を過去5年 間の化療

新 薬 シ ンポ ジ ウ ム全 国 集 計 よ り算 定 したMIC70値 と比

較 してみ る とEnterobacteriaceaeお よ びPSeudomonas

保 存 株 ではPCs (ABPC, SBPC, PIPC), AGs (GM,

DKB, AMK)のMIC70は 全 国 集 計 よ り算 定 したMIC70

の 変 動 範 囲 内 に あ った(Table 2, Table 4)。 し か し,

CEZとCMZで は 本 院 で の成 績 は 全 国 集 計 で のMIC70

よ り新 鮮 株,保 存 株 と もに 数 段 高 か っ た。S. aureusに

関 して はSBPC, CEZ, CMZ, AMKで のMIC70は 保存

株 の も の と全 国集 計 とが ほぼ 一 致 して い たが, ABPC,

PIPC,GM,DKBで は,保 存 株 で さ え全 国集 計 よ り数 段

高 い値 を 示 して い た。
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Table 3 Changes of MIC against control strains

Antimicrobial agents on microtiter plates were kept in a refrigerator at -80•Ž. Control strains were 

preserved on semi-liquid-nutrient agar.

同時に行な った半流動培地保存菌株に よる 耐 性 の 変

化,-80℃ 保存に よる薬剤の活性低下の有無につ い て

は本院標 準保存株5株 においては3か 月 までの保存の変

動 は一段階 以内であ り,今 回み られ た保存後のMICの

変 動が,菌 株 保存方法,培 地冷凍保存に よる影響ではな

い ことを示 している(Table 3)。

III. 考 察

抗生物質の評価あるいは臨床使用 にあたっては諸種菌

に対す る抗生物質のMICを 測定 し,そ の価に よ り有効

性を評価す ることが行なわれ る。 しか し,患 者検出菌 あ

るいは起因菌 とされ る菌のMICを 測定 し,そ れに見合

う抗 生物質を投与 しているに もかかわ らず,菌 の変化が

み られ ない こと,す なわちMICと 臨床効果 とのギ ャ ッ

プが大 きいことは 日常われわれ が しば しば経験す ること

である。 また,必 要があ り,同 一株 のMICを 時期 を変

え測定 した時,必 ず しも一致 した価が得 られない ことも

よく知 られ ている。 こうした不一致 の原因については種

々の因子が関与す るであろ うが,今 回はその うち時間因

子に注 目し,分 離直後(24時 間 以 内)の 菌 と保存 菌で

の差をMIC 2000 Systemを 使用 し検討 した1)。われわ

れの施設では ここ1年 以上MIC 2000 Systemを 導 入 し

薬剤感受性 の報告を している2)。 本機種は従来 の抗生物

質感受性MIC測 定方 法では制約があ り,で きなか った

新鮮株のMICを 測定するこ とが可能である。

対照 とした菌 は呼吸器科で普通 にみ ら れ るK. pneu.

moniae, Enterobacter, P.aeruginosaが 上 位を 占め

て お り,ま たEnterobacterの 検 出 率 が増 加 しているよ

うに 思 わ れ る3,4)。 そ の他 で はE.coli, K.oxytoca, S.

marcescens, S.aureusが ほ ぼ 等 しい割 合 で 検 出されて

い た 。

今 回,わ れ わ れ が測 定 した 新 鮮 分 離 株 のMICは,ほ

ぼ 全 菌 種,全 薬 剤 で通 常 報 告 で み られ るMICす なわち

化 療 シ ンポ ジ ウム全 国集 計 で のMICに 比 べ 高 く,特 に

PCsは ご く一 部(S.marcescensに 対 す るPIPC, S.

aureusに 対 す るSBPC)を 除 け ば す べ てMIC70で>

100μg/mlで あ り異 常 高 値 を 示 し て い た5～13)。AGsも

ま た ほ ぼ 全 菌 種 がMIC70≧6.25μg/mlで あ りともに異

常 高 値 で あ った 。 液 体 培 地 を 使 用 す るMIC2000 System

で 測 定 したMICが 寒 天平 板 を 使 用 す る従 来 の化療標準

法 で測 定 したMICと105～106/ml接 種 菌 量 ではほぼ一

致 した値 が得 られ る こ とは報 告 され て お り14～16),本実験

で の新 鮮 株 のMICが 全 国 集計 に 比 べ 異 常 に 高い のは瀕

定 方 法 の差 に よ る もの とは考 え 難 い 。 な お 培 地 に関 して

は,今 日化 療 標 準法 が 改訂 され,従 来 のHeart infusion

培 地 よ り,Muller Hinton培 地 に 変 更 に な っているの

で,培 地 に 関 して は さ ら に今 後 検 討 して い きた い と考え

る17)。

と ころ で 半 流 動 培 地2～3か 月 保 存 後 のMICを 測定

す る と,CEPsを 除 く薬 剤 感 受 性 は全 菌 種 で 新鮮 株での

MICよ り1～5段 階 低 下 して い た。 しか も この うち,
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Table 4 MIC70 from reports on New Antibiotics Symposium by Japan Society of Chemotherapy

*μg/ml
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Enterobacteriaceae, S.aureusに 対す る感受性は化療

標準法で測定 した新薬 シンポ ジウム全国集計での報 告 よ

り算定 したMIC70に 近 い値を示 していた。 こ うした保

存株での耐性低下の理由に関 しては,プ ラス ミ ドの 関

与,誘 導酵 素 との関連,保 存培地に よる耐性菌の排除等

が考え られ る。 しか も,こ の新鮮株 と保存株 と の 間 の

MICの 差が,菌 株 保 存 法,培 地冷凍保存の影響以外に

ある ことは今回の コン トロール実験か ら明ら か で あ る

が,結 論は今後の研究 に待 ちたい。

CEPsに 関 してはEnterobacteriaceae新 鮮株に対す

るMICは 全国集計の値 よ り高 く,ま た保存株において

も同様 であった。 このことはわれ われ の施設が呼吸器,

それ も肺癌を主 として扱 うためK. pneumoniaeを 考慮

し18),CEPsの 使用頻度が高い ことと関連 している と思

われ る。 また保存株 と新鮮株 との間 の変動幅 も本剤 の場

合小 さ く,こ れ は本剤の耐性が クロモ ゾーマルな ものを

主 としてい るせいか と思われる。

現在の ところ,種 々な方法で測定 された抗 生物質感受

性 の成績があるが,い ずれが実際上の有効性 を示す示標

になるのか,ま た今回報告 した新鮮株 と保存株MICの

差が臨床効果 とのギャ ップを説 明 しうるか否かは,さ ら

に今後明 らかにされてい くもの と考える。

本研究の要旨は第29回 日本化学療法学会総会(昭 和

56年6月,長 崎)に おいて発表 した。
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SUSCEPTIBILITY OF GRAM-NEGATIVE BACILLI AND 

S. AUREUS ISOLATED FROM SPUTUM: DIFFERENCE 

BETWEEN MICs FOR FRESH ISOLATES AND 

MICs FOR PRESERVED STRAINS 

MASAKO SASAKI, KOTARO OIZUMI, SEIICHI AONUMA, 

AKIRA WATANABE, KIKUO ONUMA and KIYOSHI KONNO 

Department of Internal Medicine, the Research Institute for 

Chest Diseases and Cancer, Tohoku University, Sendai, Japan

Minimal inhibitory concentrations of PCs (ABPC, SBPC, PIPC), CEPs (CEZ, CMZ) and AGs 

(GM, DKB, AMK) against 269 strains of gram-negative bacilli except H. influenzae and S. aureus 

isolated from sputum of patients hospitalizing in our Institute were studied. The MICs against fresh 

strains within 24 hr of isolation and the MICs against strains preserved on semi-liquid-nutrient agar 

for 2 to 3 months were compared. 

Frequency distribution of fresh strains was 30. 9% (83 strains) for K. pneumoniae, 24.9% (67 

strains) for Enterobacter, 10.4% (28 strains) for P. aeruginosa, 6.7% (18 strains) for E. coli, 6.7% 

(17 strains) for K. oxytoca, 5.6% (15 strains) for S. marcescens, 5.6% (15 strains) for S. aureus 

and 9.7% (26 strains) for others. 

The curves of cumulative % of MIC for those fresh isolates were located in more resistant side 

than usually reported. MIC70 for fresh bacilli are described in the following. K. pneumoniae : 

ABPC = SBPC >100ƒÊg/ml, PIPC 100ƒÊg/ml, CEZ = CMZ 25ƒÊg/ml, DKB = AMK 25ƒÊg/ml, GM 6.25 

μg/ml.  Enterobacter: ABPC = SBPC = CEZ = CMZ >100ƒÊg/ml, PIPC 100ƒÊg/ml, GM = DKB = AMK 25

μg/ml.  P. aeruginosa: ABPC = SBPC = CEZ = CMZ >100 fig/ml, PIPC 100 fig/ml, DKB 25 fig/ml, AMK
12.5ƒÊg/ml, GM 6.25ƒÊg/ml. E. coli: ABPC = SBPC = PIPC>100ƒÊg/ml, CEZ 25ƒÊg/ml, CMZ 12.5ƒÊg/ 

ml, AMK 12.5ƒÊg/ml, GM 3.13ƒÊg/ml. K. oxytoca: ABPC = SBPC >100ƒÊg/ml, PIPC 100ƒÊg/ml, CMZ 

50ƒÊg/ml, CEZ 25ƒÊg/ml, DKB >25ƒÊg/ml, GM = AMK 25ƒÊg/ml. S. marcescens: ABPC = CEZ >100ƒÊg/ 

ml, SBPC 100ƒÊg/ml, PIPC = CMZ 25ƒÊg/ml, DKB >25ƒÊg/ml, AMK 25ƒÊg/ml, GM 12.5ƒÊg/ml. S. 

aureus: ABPC = PIPC> 100ƒÊg/ml, SBPC 25ƒÊg/ml, CMZ 6.25ƒÊg/ml, CEZ 3.13ƒÊg/ml, DKB> 25ƒÊg/ 

ml, AMK = GM 12.5ƒÊg/ml. 

Marked decline of 1 to 5 doubling dilutions of MIC70 of PCs and AGs between fresh strains and 

preserved strains were observed for almost all of bacteria tested. The MIC70 for preserved strains 

were similar to MIC70 reported in the symposium for new antibiotics by Japan Society of Chemo-

therapy. However, little change of MIC70 between fresh strains and preserved strains was observed 

in CEZ and CMZ. 

Changes of MICs of antibiotics on microtiter plates kept in a refregerator at -80•Ž against 5 control 

strains preserved in semi-liquid-nutrient agar were within one doubling dilution of antibiotics.


