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緑膿菌に対す るピペラシ リソ ・セ フォペ ラゾン ・セフス ロジン ・

ボスホマイシ ソ ・トブラマイシソ合併に よる併用効果

高 橋 公 毅 ・菅 野 治 重

千葉大学中検細菌

(昭和59年7月25日 受付)

Piperacillin(PIPC)+Fosfomycin (FOM), Cefoperazone (CPZ)+FOM, Cefaulodin (CFS)+

FOM, PIPC+FOM+Tobramycin(TOB), CPZ+FOM +TOB, CFS+FOM+TOB の併用効果を

臨床材料 よ り分離 した緑膿菌を用 いて 検 討 した。相乗作用(FIC係 数 ≦0。5)はPIPC+FOM,

CPZ+FOMお よびCFS+FOMの 併用 で そ れ ぞれ,80.0%.85.0%,826%に 認め られ た。上

記 の各2剤 の組み合わせにTOBを 微量に添加す ることに よって.さ らに相乗効果が強化 された。

単個お よび集塊菌に対する2剤 お よび3剤 の組み合わせでも著 しい殺菌効果を示 した。 集塊菌に

対す るCPZ+FOM+TOBの 殺菌作用はPIPC+FOM+TOBやCFS+FOM+TOBに 比 ぺて著

しく,薬 剤3時 間後の生菌数はは じめの1081m1か ら1061m1に,24時 間後 では10Vm1に まで減

少 した。今回行なった これ らの抗生剤 の組み合わせは重症 な緑膿菌 感染症に対す る臨床的有用性が

うかがわれた。

緑膿菌は 日和見感染の主要な原因菌であるが,現 在抗

緑膿菌剤には単独で充分な抗菌力 をもつ抗生剤はない。

重症緑膿菌感染症では,患 者の感染防御能が著 しく低下

した 日和見感染例に多 く,治 療上抗生剤のみで可能なか

ぎり原因菌を殺菌的に処理す る方法が要求され る。抗生

剤 の併用療法 も殺菌効果 よ り検討 され る必要がある。そ

こで細 胞 壁 合 成 を阻 害 す るFOMとCFS,FOMと

CPZ,FOMとPIPCと の併用,お よびこれ らの2剤 と

さらに,細 胞質内での蛋白合成を阻害す るTOBを 微量

添加 した ときの併用効果を検討したので,そ の成績を報

告 す る。

1.実 験材料と実験方法

1.使 用薬剤

CPZとPIPCは 富山化学工業か ら,CFSは 武田薬

品,FOMは 明治製菓,TOBは 塩野義製薬か ら提供を受

け た純末を適宜溶解 して用いた。

2.使 用菌株

千葉大学医学部付属病院検査部で臨床材料か ら分離 し

た Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa) を 用 い

た0

3.相 乗試 験

Muener-Hinton Agar(MHA)(Difco)を 用 い,平

板 希 釈 チ ェス 盤(Checkerboard)法 に よ り,PIPC+

FOM,CPZ+FOM,CFS+FOMと の組 み 合 わ せ,さ ら

に3剤 の組 み 合わ せ と して前 述 の2剤 の 組 み合 わ せ に,

一 律に各株の minimal inhibitory concentration(MIC)

以下のo.25μg/mlのTOBを 添加 して平板 とした。 こ

れに レプ リカ法(武 藤器械,多 目的 アパ ラタス使用)で

被検株の一-夜培養液を一度に多数株接種 し,一 夜培養後

菌 発育のみ られ ぬ抗生剤の最小濃度の組み合わせ点を求

めた。PIPC,CPZ,CFSお よびFOMは0.5～100μg,

m1の2段 階希釈濃度 とした。PIPC,CPZ,CFS,お よ

びFOMのMlcは,0.3～25μglm1,6.3～25μ9/ml,

1.6～100μ91m1お よび3.2～100μ9/m1で あった。TOB

はo.06～4μglm1の2段 階希釈濃度 とした。供試23株

に対す るToBのMlcは それ ぞれ1μ91m115株,2

μglm13株,4μg/m12株,>4μg/m13株 で あった。

併用作用の 強さは,併 用に よる 菌発育阯 点で のfra-

ctional inhibitory concentration(FIC) とFIC係 数で表

わ し,最 も低 いFIC係 数 で代表 させた璃 。FIC係 数が

≦0.5を 相乗作用,0.5<FIC係 数 く1.0を 部分相乗作

用,FIC係 数=1.0を 相加作用,FIC係 数が ≦0.5の

場合を有意義 な相乗作用 とした3,4)。この実験では拮抗作

用を示 した株 はみ られなか った。

Table1に2剤 お よび3剤 併用に よるFIC係 数の求

め方を示 した。 すなわ ちA,B2剤 の組み合わせによる

併用効果のみられた ところは白地 の部分で示 し,A,B2

剤の組み合わせ にC剤 を加える ことに よって,さ らに併

用効果の みられた ところを 斜線で示 した。 このTable

での2剤 併用時の最小FIC係 数 とは,最 も併用効果が

著明であったA点 のFIC係 数 を求め0.37と した。さら

に,3剤 併用時の最小FIC係 数 とは,N点 のFIC係
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Fig.1 The colonies within the suture

Table 1 FIC index calculation method with two and three drug combinations

A Drug

The FIC index at point A in two drug combinations=
12.5/

50
+

6.25
/50

=0.37

The FIC index at point  A' in three drug combinations=
6.25/

50
+

3,12

/50
=0 .18

数を求め0,18と した。

4.併 用 に よる経 時 的 殺 菌 曲 線

1)液 体培 地 中 の単 個 菌 に対 す る 併 用 効 果

Ps.aeruginosa No.23お よびNo.25をMHBで 一 夜

培養 し,Ps.aeruginosa No.23はa)～c).e)～91.i)～

j)の 薬液に,Ps.aeruginosa No.25はa),d),e),h),

k)の 薬液 に ,菌 の 最 終 菌 数 が約106/mlに な る よ うに 加

えて,37℃ で 培 養 し,3時 間,6時 間 お よび24時 間 後

に生菌数 を測 定 した。 薬 剤 を 加 え な い もの を 対 照 と し

た。Ps.aeruginosa No.23お よびNo,25に 対 す る106/

ml接 種時のFOM,CPZ,CFSお よびPIPCのMIC

はそれぞれ50μg/mlで あ った。TOBのMICは12.5

μg/mlで あ った。

a)FOM12.5μg/ml

b)CPZ 12.5μg/ml

c)CFS 12.5μg/ml

d) PIPC 12,5μg/ml

e)TOB 0.25μg/ml

f)CPZ 12.5μg+FOM 12.5μg/ml

g)CFS 12,5μg+FOM 12.5μg/ml

h)PIPC 12.5μg+FOM 12.5μg/ml

i)CPZ 12.5μg+FOM 12,5μg +TOB 0.25μg/mI

j)CFS 12.5μg+FOM 12.5μg +TOB 0.25μg/ml

k)PIPC12,5μg+FOM 12,5μg +TOB 0.25μg/

ml

2)縫 糸 中 の 集 塊 菌 に 対 す る 併 用 効 果
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集 塊 菌 とは長 さ30mmの 木 綿 縫 糸 をPs.aeruginosa

No.23お よびNo.25の 菌 液 に 一 夜浸 み こ ませ た もの を

集塊 菌 と した。 集塊 菌 をFig.1に 示 した。一夜 培 餐 した

Ps.aeruginosa No.23の 集 塊 菌 をa)～c),e)～g),i)～

j)の 薬 液 が,ま たPs.aeruginosa No.25の 集 塊 菌 を

a),d),e),h),k)の 薬 液 が60ml入 った 各試 験 管 内

に 入れ,37℃ で培 養 し,3時 間,6時 間 お よび24時 間

後 に各 試 験 管 か ら2本 の 縫 糸を 取 り出 し,1mlの 減 菌生

食 の 入 った 試験 管 内に 入れ,撹 伴 し,縫 糸 中 の細 菌 を遊

出 させ,生 菌数 を 測 定 した。 薬 剤 を加 え な い もの を対 照

と した。Ps.aeruginosa No.23お よ びNo.25の 集塊

菌 に 対す る 集塊 菌 接 種 時 のFOM,CPZ,CFSお よび

PIPCのMICは そ れ ぞれ>800μg/mlで あ った 。TOB

のMICは>100μg/mlで あ った。

a) FOM 200μg/ml

b) CPZ 200μg/ml

c) CFS 200μg/ml

d) PIPC 200μg/ml

e) TOB 0.25μg/ml

f) CPZ 200μg+FOM 200μg/ml

g) CFS 200μg+FOM 200μg/ml

h) PIPC 200μg+FOM 200μg/ml

i) CPZ 200μg+FOM 200μg+TOB 0.25μg/ml

j) CFS 200μg+FOM 200μg+TOB 0.25μg/ml

k) PIPC 200μg+FOM 200μg+TOB 0.25μg/ml

II.実 験 成 績

1.平 板 チ エス盤 法 に よ る併 用 効 果

結果をTable 2に 示 した。PIPC+FOM,CPZ+FOM

お よびCFS+FOMの 組 み合わせで,相 乗作用を示す菌

株はそれぞれ80.0%,85.0%お よび82.6%に もみら

れた。PIPCにFOMを 併 用 した時の平均FIC係 数は

0.48で あった。CPZ+FOMお よびCFS+FOMの 併用

の平均FIC係 数 はそれぞれ0.42お よび0.46で あっ

た。PIPC+FOM,CPZ+FOMお よびCFS+FOMの

各2剤 の組み合わせに,0.25μg/mlの 微量のTOBを 加

えることに よって,す ベ て の 株(100%)で 相乗作用

(FIC係 数≦0.5)が 認め られ た。PIPC+FOM+TOB,

CPZ+FOM+TOBお よびCFS+FOM+TOBの 平均

FIC係 数はそれぞれ,0.30,0.24お よび0.27で,2剤

の組み合わせ に比べてFIC係 数に有意の低下が認めら

れた。

2.併 用 による経 時的 殺菌 曲線

1)液 体培地中の単個菌 に対す る併用効果

Fig.2か らFig.4に 示 したように,PIPC+FOM,

CPZ+FOMお よびCFS+FOMの 併用で,3時 間作用

させ ると生菌数は,は じめの接種菌量106/mlを104/ml

か ら105/mlに まで減少 した。CPZ+FOMお よびCFS

+FOMの 組み合わせで6時 間作用 させる と,菌 培養不

能(10CFU/ml以 下)と なった。PIPCとFOMの 組み

合わせで菌培養不能にするためには24時 間かか った。

上記の 各薬剤の 組み 合わ せ に 供試菌 のMIC以 下 の

0.25μg/mlのTOBを 加 え る ことに よって,CPZ+

FOM+TOBの 組み合わせは,培 養後3時 間で菌培養不

能 と な り,一 方CFS+FOM+TOBお よびPIPC+

Table 2 Comparison of fractional inhibitory concentration indices in two and three antibiotic

combinations against  Ps. aeruginosa

a PIPC: Piperacillin , CPZ: cefoperazone, CFS: cefsulodin, FOM: fosfomycin, TOB: tobramycin .
b Numbers in parentheses represent percentages .

c FIC: Fractional inhibitory concentration,
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Fig. 2 Bactericidal effects of PIPC + FOM, and

PIPC + FOM + TOB against Ps. aeruginosa

No.25 strain in broth (ƒÊg/ml)

MIC: PIPC 50μg/ml. FOM 50μg/ml

Fig 3 Bactericidal effects of CPZ + FOM, and

CPZ + FOM + TOB against Ps. aeruginosa

No.23 strain in broth (ƒÊg/ml)

MIC: CFS 50μg/ml. FOM 50μg/ml

FOM+TOBの 組み合わせでは,培 養後6時 間 で菌培 養

不能となった。

2)縫 糸中の集塊菌 に対 する併用効果

Fig.5か らFig.7に 示 した ように,PIPC十FOM,

℃PZ + FOM, CFS + FOM, PIPC + FOM + TOB,

CPZ +FOM + TOB, お よびCFS + FOM+TOBの 組 み

合わせでほぼ同 じような殺菌効果 が得 られた。すなわち

各薬剤の縄み 合わせで,は じ南の接種菌量の108/mlを

接種後3時 間で103/m1か ら105/m1ま で 減少 させ,24

Fig. 4 Bactericidal effects of C FS + FOM, and

CFS + FOM + TOB against Ps. aeruginosa

No.23 strain in broth (ƒÊg/ml)

MIC: CPZ 50μg/ml, FOM 50μg/ml

Fig. 5 Bactericidal effects of PIPC + FOM, and

PIPC + FOM + TOB against colonies of

Ps. aeruginosa No. 25 strain within the

suture (ƒÊg/ml)

MIC: PIPC>800μg/ml, FOM>800μg/ml

時 間 作 用 させ る と,101/mlか ら103/mlま で 減 少 させ る

こ とが で きた 。

III.考 察

緑 膿 菌 に対 す る抗 生剤 の併 用 効果 につ い ては す で に報

告 され て い るが5～11),最 近 青 沼 らはAminoglycosideと

PIPC12),TIPC12},CFS13)お よびFOM14)のin vitro

の 併用 で相 乗 作 用 を 認 め て い る。

NEUら はCPZとGMの 併用 で供 試 菌 株 の30%に
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Fig. 6 Bactericidal effects of CPZ+FOM, and
CPZ-FFOM+TOB against colonies of Ps.
aeruginosa No.23 strain within the suture

(pg/ml)

Incubation time (hr.)

MIC: CPZ>800ƒÊg/ml, FOM>800ƒÊg/ml

Fig. 7 Bactericidal effects of CFS+FOM, and CFS

+FOM+TOB against colonies of Ps. aeru-

ginosa No.23 strain within the suture(ƒÊg/ml)

Incubation time (hr.)

MIC: CFS>800ƒÊg/ml, FOM>800ƒÊg/ml

相 乗 効果 が あ った と報 告 して い る15)。

PAVILLARDら お よびHOOGKAMP-KORSTANJEら も同 じ

薬 剤 の併 用 で62～70%の 相 乗 作 用 があ った ことを 認 め

て い る16,17)。今 回 我 々は臨 床 材 料 か ら分 離 した緑 膿 菌 を

用 い てPIPC+FOM,CPZ+FOM,CFS+FOMの 組 み

合 わ せ で,80.0%,85.0%お よび82.6%と 著 しい 相 乗

作 用 が 認 め られ,こ れ らの 組 み合 わ せ に,0.25μg/mlと

い う微量 のTOBを 添 加 す る ことに よ って,さ らに 相 乗

作用が強化 され,微 量のTOBが 存在すればPenicillin

系 やCephem系,FOMの 抗菌 力がかな り増強 されるこ

とを明らかに した。

単個の細菌に対す る抗生剤の単独 または併用の効果の

検討 は,生 物学活性をみているにす ぎない。生体内では

細菌 は集塊 として存在 し,膿 瘍 を形成 している場合も考

えられ る。 したが って臨床的 には これへの抗菌剤の抗菌

態度の検索が望まれ る。本報 では培地内で人工的に集塊

菌 を作成 し,こ れへの抗菌剤の単独ない し併用効果を検

討 した。その結果,単 個菌には短時間で殺菌的に作用 し

た抗菌剤の組み合わせで も集塊菌 には よ り高濃度で長時

間 の作用が必要であることが判明 した。

以上に よって緑膿菌に試験管 内であ る績の抗薗剤間で

相 乗作用のある ことが判明 した。 これは)FIC係 数およ

び集塊菌を用いての殺菌曲線で証 明され,臨 床に用いて

みる価値がある と思われ る。
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PIPERACILLIN-CEFOPERAZONE-CEFSULODIN-FOSFOMYCIN-

TOBRAMYCIN SYNERGISM AGAINST

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

KOHKI TAKAHASHI and HARUSHIGE KANNO

Department of Labotatory Medicine, Chiba University

Hospital, Chiba, Japan

The effects of antibiotic combinations against Pseudomonas aeruginosa which is a main causal
bacteria of the opportunistic infections were investigated. By means of the plate agar dilution
checkerboard method, the combinations of PIPC -I- FOM, CPZ+FOM, and CFS -F FOM were synergistic
against 80.0, 85.0 and 82.6% of the strains tested. The mean fractional inhibitory concentration
indices of PIPC+FOM, CPZ+FOM and CFSA-FOM were 0. 48, 0. 42 and 0. 46, respectively. Synergism
of each two antibiotic combinations mentioned above were enhanced by the addition of a subinhibitory
concentration of TOB (0. 25 pg/ml). The time-killing curve studies also showed marked bactericidal
effects against the clinical isolated strains of Pseudomonas aeruginosa. These combinations may
be useful for severe Pseudomonas infections.


