
大腸菌,緑 膿菌 の実験的混合感染におけ る各種cephem

系抗菌薬 の感染防禦効果

吉 田 勇 ・小 川 正 俊 ・宮 崎 修 一

金 子 康 子 ・五島瑳智子

東邦大学医学部微生物学教室

(昭和56年10月26田 受付)

大腸 菌,緑 膿 菌 マ ウ ス実 験 的 混 合感 染 に お け るcephalosporin系 (Ccfazoiin, Cefotaxime,

Cefoperazone,Cefsulodin), cephamycin系(Cefmetazole),oxacephem系 (Latamoxef)薬 剤

の 感 染 防 禦効 果 を 調 べ,次 の よ うな結 果 を 得 た。

1) 同一 菌 量 で の単 独 感 染 の場 合 と比 べ,混 合 感 染 に お け るED50は 大 き く治 療 効 果 は低 下 し

た。

大腸 菌MLD以 上 の菌 量 に お け る単 独 感染 では,ED50の 小 さ い 順 か らCefotaxime, Lata-

moxef, Cefoperazone, Cefazolin, Cefmetazole, Cefsulodinで あ り,緑 膿菌 単 独感 染 では Cef-

sulodin,Latamoxef,Cefoperazoneで あ った 。

混 合 感 染 時 の 治 療 効果 の最 も 良 い薬 剤 は,Latamoxefで,次 に 少 量 菌 攻 撃 で は Cefsulodin,

CefoperazoneのED50が 小 さか った 。

2) 薬 剤 投 与後 の 死亡 マ ウス の心 血 か らの分 離 菌 は,Cefsulodin投 与 群 で は 大腸 菌 が 多 く分 離 さ

れ た 。 他 の5剤 で は,大 量 投 与 で は 緑 膿菌,少 量 投 与 で は大 腸 菌 と緑 膿 菌 が 分離 され た 。

3) 正 常 マ ウス血 清 中濃 度 は 高 値 を 示 す薬 剤 か ら, Cefazolin, Latamoxef, Cefmetazole, Cefo-

taxime, Cefoperazone, Cefsulodinの 順 で あ った が,混 合 感 染 時 に お い て はCefazolinよ り

Latamoxefの 方 が 高値 を示 した 。

感 染 症 の原 因 菌 の 主 流 は グ ラム陽 性 球 菌 か ら グ ラム陰

性桿 菌 に 移 っ て い る1,2)。 し か も,基 礎 疾患,慢 性 消耗

性 疾患 の あ る場 合,ま た薬 剤投 与 中 の菌 交 代 現 象 に よ り

混 合感 染 が起 こ りや す い3,4)。緑 膿 菌 の混 合 感 染 例 で は,

適正 な 化学 療 法 が 行 な われ な い とか え って難 治性 とな る

ことは臨 床 だ け で な く実 験 的 に も認 め られ て い る5)。

この よ うな症 例 に ど の よ うな化 学 療 法 を 行 な うの が良

いか を基 礎 的 に 検討 す る 日的 で以 下 の 実験 を行 な った 。

I. 実 験 材 料 お よび 実験 方 法

1. 使 用 菌 株

教 室 保存 のE.coliC-11株,94株, P.aeruginosa

E-7株 を 用 いた 。

2. 使 用 薬 剤

使用 薬 剤 と して は下 記 の も のを 使 用 した 。

Cefazolin(CEZ,944μg/mg,― 藤 沢 薬 品)

Cefotiam(CTM,820μg/mg,武 田薬 品)

Cefmetazole(CMZ,953μg/mg,三 共)

Cefoxitin(CFX,938μg/mg,第 一 製 薬)

Cefotaxime(CTX,925μg/mg,ヘ キ ス トジ ャパ ン)

Cefoperazone(CPZ,949μg'mg,富 山化 学)

Ceftizoxime(CZX,857μg/mg,藤 沢薬 品)

Cefmenoxime(CMX,945μg/mg,武 田薬 品)

Cefsulodin(CFS,898μg/mg,武 田薬 品)

Latamoxef(LMOX,922μg/mg,塩 野義 製 薬)

3. 最 小 発 育 阻 止濃 度 測 定

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)測 定 は化 学 療 法 学 会 標 準 法

に準 じて 測 定 した。 な お測 定 用 培地 と して は普 通 寒 天 培

地(NA,栄 研 化 学)を 使 用 した。

4. 単 独菌 感染 実 験 に お け る 防 禦 効果

ICR系 雄 ・マウ ス,19±19,1群6匹 を 使 用 し,E

coliC-11株(MLDはmucin無 添 加 で3×108,5%

mucin加 で1×103cells/mouse),E.coli94株 (MLD

はmucin無 添 加 で2×107,5%mucin加 で3.2×iO

cells/mouse),あ るい はP.aemginosaE-7株 (MLD

はmucin無 添 加 で5.0×106,5%mucin加 で 5.5×

102ceils/mouse)を そ れ ぞ れ 生 理 食 塩 水 に 浮 遊 し,マ

ウス腹 腔 内 にMLD(最 小致 死 量minimal lethal dosis)

以 上 を 接 種 した 。 感 染後1時 間 目に各 薬 剤 を そ れ ぞ れ 皮
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下 投 与 した。7日 後 ま で の マ ウ スの 生 死を 判 定 し,VAN

dcr WAERDEN methodに よ りEDb50値 を 算 出 した 。

5. 2菌 種 の 山恰 感 染実 験 に お け る防 禦 効果

単 独感 染 と同 条件 の マ ウスを 使 用 し,E.coliC-11性

あ る い はE.coli 94性MLD以 上.P.deruginosa E

7株MLD以 下 の 菌量 に調 整 し,マ ウ へ腹 腔 内 に 接 種

した。 感 染 後1時 間 目に 各葉 剤を そ れ ぞれ 皮下 没 与 し,

以 後7日 問 観 寮1,そ の 生 死 に よ りVAN dcr WAEIUDIN

melhod7)に よ りED50値 を 算出 したo

また,死 亡 マ ゥスか らは 死 亡2時 問 以 内 に 心 血 を1白

金 ら妹 取 し,血 中 の分 離 菌 の 種 頒 と,そ の 中 の 大腸 菌,

緑 膿 菌 の 割 合 を トリガル スキ ー改 良培 地(BTB寒 天培

地,栄 研 化学)に よ って 判 定 した 。

6. 正 常 マ ウス にお け る血 清 中濃 度 測 定

感 染 防 禦 効 果 と同 条 件 のマ ウス,1群9匹 に 各薬 剤 そ

れ ぞ れ0.5mg/mousc,1.0mg/mouscを 皮 下 投 与 し

た 。 投 与後5,15,30,60,120分 後 に マ ウ スを所 頭 採

血 に よ り血 液 を1匹 当 り0.4mlず つ 採 血,プ ール し血

清 を分 離 した。

CEZ,CMZ血 清 中 濃 度 はB.subtilis SATCC-6633株

を 検 定 菌 と した 薄 層 デ ィス ク法 に よ り測 定 した。CTX,

CPZ血 清 中 濃 度 は 検定 菌 と して,M.lutcus ATCC-9341

株 を 使 用 し,CFS血 清 中 濃 度 はPaeruginosa NCTC-

104900株 を検 定 菌 と した 薄層 デ ィス ク法 に よ り 測 定 し

た 。LMOX血 清 中 濃 度 は,E.coli 7437株 を検 定 菌 と

した 薄層 デ ィス ク法 に よ り薬 剤 濃 度 を 測 定 した。

検量 線 は同 系 の マ ウス血 清 で薬 剤 を 希 釈 し,上 記 と同

様 の方 法 で作 製 した。

7. 2菌 種 混 合 感 染 マ ウス にお け る血 清 中濃 度 測 定

正 常 マ ウ ス血 清 中 濃度 測 定 と 同 条 件 の マ ウス を使 用

し,感 染 実 験 と同 条件 の菌 量,す な わ ちE.coli C-11

株NILD以 上,P.aeruginosa E-7株MLD以 下 を腹

腔 内 に 接 種 した。 感 染 後1時 間 目に薬 剤 を皮 下 投 与 し,

15,30,60,120分 後 に 断 頭 に よ り1匹 当 り0,4mlの

血 液 を採 取,9匹 分 を プ ール し,直 ち に血 清 を 分 離 ,

0.45μmミ リポ ア フ ィル ター で除 菌 後 ,前 述 と同 じ方 法

で血 清 中濃 度 を測 定 した。

II. 実 験 成 績

1. 各 薬 剤 の 感 染 防 禦 効果

1) E.coli C-11株,Paeruginosa E-7株 の 混 合

感 染

Ecoli C-11株 単 独 感 染,Paemginosa E-7株 単 独

感 染,お よび 両 菌 混 合 感染 に お け る各 種 薬 剤 の感 染 防 禦

効 果(ED50)と そ れ ぞ れ の 菌 に 対 す るMICを 示 した

(Table1)。

E.coli C-11株 はCFS以 外 の 薬 剤 に は 高 度 感 性 で

小 さなMIC値 を示 した。

P.aeruginosa E-7株 は106 cells/ml接 種 時 に
,

CEZ,CMZは>100μg/mlのMICで あ るが,CTX ,

CFS,LMOXは50μg/mlで あ り,CPZは 最 も小さく

12,5μg/mlのMIC値 を示 した。

Ｅ.coli C日 株 単独 態 染時 の慾 染防 禦効 果 はCTXが

最 も良 く,`欠 がLMOXで あ った。CFSは 感 染防禦効

果はよ示 すが,圧)50値,よ 六 きな 値 で あ った。

P.aerumnosa E7株 単 独 感 染 時 の 感 染防 禦 効 果 は

CFSが 履 も良 く.次 がLMOXで あ った。 他 の5薬剤

は感 染 防 禦 幼 果が 露 め られ な か った。

E.coli C41株,P.aeruginosa E-7株 混 合 感 染時

の感 染防 禦 効 努!ぱ,mucin無 原 加 で 感 染 さ せ た 群では

LMoxの み6.3mg/motcのED50側 を 示 したが値

剤 は 無 効 で あ っ た。

5%mucin添 加 惑 染 群 で13,CFS,LMOXがLゐ

mg/mouse,CPZが10.0mg/moのED50値 を示

した が 他 剤 は 無 効 てあ っ た。

2)E.coli 94株,Paeruginosa E-7株 の混台感染

E.colic-11株 をE.coli 94株 に か え,縁 膿 菌は前

記 の実 験 と同 じ くPaeruginosa E-7株 を 円い た混合

感 染 で は,Table2に 示 す よ うな 成績 が 得 ら れ た。な

お,こ の実 験 では 試 験 薬 剤 を9藁 剤 と した っ

大 腸 菌 単 独 感 染 で はED"の 小 さ い 順 に,CZX,

CMX,CTX7LMOX,CTM,CPZ,CFX,CEZ,CFS似 上

大 量 菌 感 染 ・,CZX=CPZ,CMX,LMOX=CTX,CTM,

CEZ,CFX,CFS(以 上,少 量 菌 感 染)で あ り,縁 農菌でば

CFSが 最 もED50がd、 きく,次 がLMOX,CPZで あっ

たっ

しか しE.coli 94株 のMLD以 上,P.aeruginosa

E-7株 のMLD以 下 の 菌 量 で の 混 台 感染 で は,大 量菌

感 染 の 場 合LMOX,CZX,CMX=CFS,CPZ,CTX,CFX

て他 の2剤 は 無 効 で あ った 。 少 量 菌 感 染 では やは りLM

OXが 最 も効 果 が 良 好 で,次 がCPZ=CMX,CFS,CT瓦

CZXで あ つた。

2.死 亡 マ ウ スの 血 中 検 出 菌 の 検 討

E.coli C-11株,Paerugimosa E-7株 混 合感染に

お いて,各 薬 剤 投 与 後 死 亡 した 直 後 に 各 マ ウスの心血か

ら菌 を分 離 した 。Figi～6は そ の 成績 を ま とめた 図 で

あ る。

1) CEZ投 与 群

無 治 療 のcontrolは ほ とん ど100%大 腸 菌 が分離さ

れ た が,投 与 群 で は緑 膿 菌 が 多 く分 離 され た。 しかし.

mucin添 加CEZ0.156mg/mouse投 与 群 では分離菌

の約50%が 大 腸 菌 であ った 。

2) CMZ投 与 群
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Fig.1 Relation between various-closis of cefazolin and detection rate of organisms in heart 

blood of dying mice with E. coli and P. aeruginosa infection

Fig. 2 Relation between various dosis of cefmetazole and detection rate of organisms in 

heart blood of dying mice with E. coli and P. aeruginosa infection

CMZ投 与におい て は,mucin無 添加の大量菌,5%

mucin加 での 少量菌攻撃 群 と も に,CMZO.625mg'

mouse投 与において大腸菌 が多 く分 離 された。投与量

が多 くなると検出され るのはほ とん ど緑 膿菌 であった。

3) CTX投 与群

大量菌攻 撃時,CTX0.156mg/mouse投 与群 で は少

量の大腸菌 が分離 されたが,そ の他ではほ とん ど緑膿菌

のみが分離 された。

4) CPZ投 与群

大量菌,少 量菌感染群 ともにほ とん どのマウスか ら緑

膿菌のみが分離 された。

5) CFS投 与群

大量菌感染 の場合,大 量投与 では マウス血 中か ら緑膿

菌 が,少 量投与では大腸菌が 多 く分離 された。少量菌感

染 では緑膿菌は大部分が消失 し,大 腸菌が多 く分離 され

た。

6) LMOX投 与群

死亡 した マウスはすべて100%緑 膿菌のみであ り,大

腸菌 は分離 されなか った。

3. 正常 マウスお よび混合感染 マウスにおける血清 中
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Fig. 3 RvIiition between vartotiti closis of cefotaxime and detection rate of organisms in 
livart blood (of dying mice with E. coli and P. aeruginosa infection

Fig. 4 Relation b( tween various dosis of cefoperazone and detection rate of organisms in 

heart blood of dying mice with E. coli and P. aeruginosa infection

濃度

感染防禦効果にかかわる因子 として薬剤 の血清中濃度

を測定 した。

Fig.7は 正 常マ ウスに おけ る各薬剤0.5mg/mouse,

1.0mg/mouse投 与後 の血清中濃度 の変 化 を 示 してあ

る。各薬剤 とも最高血 清中濃度 は投与後15分 であ り,

その後すみやかに下 降 した。血 清中濃 度の高 い ものか ら

CEZ,LMOX,CMZ,CTX,CPZ,CFSの 順で あった。

Fi88,9は 混合感染 マウスにお け るLMOX,CEZの

血清中濃度で,前 項の実験に よ りCEZ,LMOXは 正信

マウスにおけ る血清中濃度が高い ことが認められたので

この2剤 について感染時の血清中濃度を調べた。混合感

染時の マウス血清中濃度は各5mg'mouse投 与 で測定

した。大量菌攻撃群,少 量菌攻撃群 とも投与後15,30,

60,120分 における血清中濃度値は正常 マウスより高濃

度が維 持 され,排 泄の遅延がみ とめ られた。
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Fig. 5 Relation between various dosis of cefsulodin and detection rate of organisms in 

heart blood of dying mice with E. coli and P. aeruginosa infection

Fig. 6 Relation between various dosis of latamoxef and detection rate of organisms in 

heart blood of dying mice with E. coli and P. aeruginosa infection

III. 考 察

E.coli C-11株,P.aeruginosaE-7株 マウス 実 験

的混合感染における感染防禦効果は,E.coliC-11株 単

独感染の場合 と比較 して,各 種薬剤 ともED50値 は大 き

くな るがその程度は薬剤に よ り差がみられた。

CTXはRaemgimsaE-7株 に 対す るMIC値 は

106cells/ml接 種 で50μg/mlを 示すに もかかわ らず,

RaemginosaE-7株 単 独感染,混 合感染 ともに感染防

禦効果 を示 さなか った。 これ は,マ ウスにおける血清 中

濃 度が他剤 に比べ低い ことに起 因す ると考え られる。

CPZは 両菌に対す るin vitro抗 菌力は強いが,混 合

感染時に大量菌感染 では治療効果を示 さず,少 量菌感染
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Fig. 7 Serum levels of various antibiotics in normal mice

Fig. 8 Serum levels of Latamoxef and cefazolin 

in experimental mice mixed infection with 

E. coli C-11 and P. aeruginosa E-7 

hfucin (+)

Fig. 9 Serum levels of Latamoxef and cefazolia 

in experimental mice mixed infection with 

E. coli C-11 and P. aeruginosa E-7 

mocm. (-)

Administration:1 hr. after the infection Administration: 1 hr. after the infectios

時にのみ感染防禦効果を示 した。 この薬剤が単 独感染 で

も治療効果がchallenge doseに より大 き く影響 され る

特徴が混合感染で も現われてお り,マ ウス血清中濃度が

低い ことも要因の一つ と考え られる。

CFSはP.aemginosa E-7株 単 独感染 においては,

良い感染 防禦効果を示すに もかかわ らず,混 合感染にな

拍 と治療効果が悪 くな るのは抗菌力 の弱い大腸菌の影響

が大 きい と考え られた。

混合感染におけ るLMOXの 感染防禦効果が 良いこ

との理由 としては,両 菌に対す るin vitro抗 菌力より

も,む しろマ ウスにおけ る血 清中濃度が高 く上昇するこ

とが原因 と考え られる。

今回の混合感染系の緑膿菌のchallenge doseはMLP

の1/50～1/100の 菌量 であるに もかか わ ら ずlC庫 西
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%mucin添 加)以 外 の薬剤投与 においては,死 亡 マウ

スか らは緑膿菌が検出された。 これは生体の防禦機構,

特に食菌作用を受け もつ 白血球が大量に腹 腔内に接種 さ

れた大腸菌を先に貫 食 して しまい,緑 膿菌 を負 食処理で

きな くな った こと,お よび緑膿菌に対する抗菌力がいず

れの薬剤 も大腸菌 に対す るよ り弱い ことがその主 な理由

であろ う。

CEZ,CMZな ど少量投与での死亡マ ウスか ら の 大 腸

菌のみが検出 されたのは,緑 膿菌が これ ら薬剤 に殺菌 さ

れているのではな く,大 腸菌が多 くな りす ぎたため緑膿

菌が増殖で きないか あるいは検出で きなか ったため と考

え られ る。 このこ とは,無 投与群における同様の現象か

らも推測 される。

富岡1)によれ ば,混 合感染は感染症 の約10%に みら

れることを報告 してお り,特 に基礎疾患を有す る患者に

おいてはその対応が困難な場合 も予想 され る。真下8)の

報告 では敗血症 におけ る重複菌検出20例 の中死亡が11

例であ り,渡 辺 ら9)による と11例 の複数菌菌血症 の うち

6例 が死亡 してお り,い ずれ も難治性で死亡率が高 いこ

とが報告されてい る。菌種 と死亡率 の関係については,

それぞれ条件が異な るため 明確 な解析はで きないが,多

菌種に よる菌血症 の死亡率が最高 とい う報 告10～12),あ

るいは緑膿菌に よる菌血症が最高 とす る 報 告18～15),プ

ロテウスに よる菌血症が最高 とする ものゆなどがあ る。

しか し宿主の条件 も含め多菌種感染に よる敗血症では,

緑膿菌による菌血症 の死亡率が高い と考え られ る。

今回,わ れわれ の行な った大腸菌 と緑膿菌混合感染に

おける実験 治療効果において も,薬 剤 および投与量を適

切に行 なわないときは,感 染防禦効果 はまった く認め ら

れな くな り,こ れ らの現象は臨床的 にも難治性 となる可

能性を示唆す るもの と判断され た。

また,今 回 の実験 の ように緑膿菌 の感染量 が大腸菌 よ

り少ない場合,臨 床 的には原 因菌 と しては大腸菌のみが

検出される可能性が助考 えられ る。 したが って,大 腸菌

感染症でも少量 の緑膿菌が存在 してい るとき,あ るいは

検出 されな くても緑膿菌 の存在が疑われる場 合には,緑

膿菌を念頭においた治療を行なわなければな らない場合

のあることが示 唆された。 しか し,尿 路 感染 などでは,

緑膿菌 の存在が菌血症に比べ,そ れほど重大 な意味を も

たない場合もあろ う。

実験的混合感染において,マ ウスが死亡 して もその原

因菌は調べてみない限 りどの菌種 によるものかわか らな

い。また,投 与量 に よって血中分離内菌の割合が変 化 して

いることは感染症におけ る化学療法施行中において もそ

の検索は継続 して行なわなければな らないこ とを示 して

いる と考えられ る。

島田 ら181によると,老 人 の 場 育 に は,Bacteroides

fragilisを 含む混合感染菌血症例が多 く報 告 されてお

り,嫌 気性菌に 有効な抗菌剤が少ない今 日,こ れ らの菌

の共存す る実験的 混合感染 の感染防禦効果 につい ても今

後検討 してい く必要が あると 考えている。
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PROTECTING EFFECTS OF VARIOUS CEPHALOSPORINS AGAINST

EXPERIMENTAL MICE MIXED INFECTION WITH

E. COLI AND P. AERUGINOSA

ISAMU YOSHIDA, MASATOSHI OGAWA, SHUICHI MIYAZAKI,

YASUKO KANEKO and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine

Protecting effects of cephalosporins (cefazolin, cefotaxime, cefoperazone and cefsulodin), cepha-
mycin (cefmetazole) and oxacephem (latamoxef) against experimental mice mixed infection with E.
coli and P. aeruginosa were investigated and the results were taken as follows:

1) ED50 values of all antibiotics to the mixed infection were larger than to the single infection
with the equal dose. Protecting effects of all antibiotics fell.

To the single infection with E. coli in a dose above MLD, small ED50 followed cefotaxime, lata-
moxef, cefoperazone, cefazolin, cefmetazole and cefsulodin in order and with P. aeruginosa, followed
cefsulodin, latamoxef and cefoperazone.

To the mixed infection, latamoxef was the most effective among the test antibiotics and the efficacy
of cefsulodin and cefoperazone followed that of latamoxef in that order in small dose.

2) From the heart blood of each dead mouse after antibiotics administration, cefsulodin administe-
red groups were cultivated E. coli, whereas on other antibiotics, large dose administered groups were
cultivated P. aeruginosa and small dose administered groups were cultivated P. aeruginosa and E. coli.

3) Serum levels of normal mice were cefazolin, latamoxef, cefmetazole, cefotaxime, cefoperazone
and cefsulodin in order of height. But at the mixed infectious mice latamoxef was higher serum
level than cefazolin.


