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β-lactam剤10種 とアミノ配糖体剤(AGs剤)4種 の計27の 組み合わせで,尿路から分離した

Serratia marcescens(S.marcescens)27株 に対するin vitro併用効果をcheckerboard法 により

minimum fractional inhibitory concentration(FIC)indexを 求め検討した。さらに併用効果を認

めた株と標準株IFO 12648株 を用いて,sub-MICレ ベルのセフェム剤とGentamicin(GM)あ

ういはAmikacin(AMK)の 併用効果をtime kill curve法 で検討するとともに,走 査電顕を用
いて菌の形態変化を観察した。

minimum FIC indexの 検討ではLatamoxef(LMOX)とGMの 併用で24株(89%)が0.5

以下の相乗効果を示し.平均minimum FIC indexは0.241と 最小値を示 した。LMOX,Cefti

zoxime(CZX),Cefmenoxime(CMX),Cefoperazone(CPZ)とGM,AMK,Tobramycin

(TOB),Netilmicin(NTL)の 組み合わせでは,CMXとTOBの 併用で平均minimum FIC in-
dexが0.565の 値を示したが,そ の他の組み合わせでは,0.5以 下の優れた相乗効果を認めた。

殺菌曲線におげる併用効果の検討ではsub-MICレ ベルの薬剤間の併用で,FIC indexに対応する

併用効果と菌の形態変化が認められた。

複雑性尿路感染症におけるSerratiaお よびP.aeru-

ginosaの 分離頻度は高く,難 治性感染症や院内感染の

主要な原因菌となっている1)。一方,最 近のβ-lactam

剤の開発の進歩は著 しく,Serratiaお よびP.aeru-

ginosaに 対しても抗菌力は増強されている。S.mar-

cescensに対しては,い わゆる第3世 代セフェム剤の出

現により充分な治療成績が報告されているが2～5),耐性

株も少なからず認められ,臨 床的にも重篤な基礎疾患を

有し,感染防御能の低下した症例において本菌感染例が

好発するのでより安全で適切な化学療法の確立が望まれ

る。

作用機序の異なるβ-lactam剤とアミノ配糖体剤

(AGs剤)の 併用は両剤の協力作用ならびに耐性化防止

を期待し,副作用の軽減を計る目的で,臨 床的には広く

行なわれ6,7),基礎的検討において相乗効果を認める報

告は多い8～13)。今回,尿 路分離S.marcescensに 対す

るβ-lactam剤とAGs剤 の併用効果をin vitroで 検

討し,合わせて菌体の形態変化を観察したので報告す

る.。

I.　実験材料ならびに方法

併用療法のin vitro効 果の検討に用いた抗生剤は以

下 の 通 りで あ る 。

1)使 用 薬 剤

i)β-lactam剤

Latamoxef(LMOX,塩 野 義 製 薬)

Cefmenoxime(CMX,武 田 薬 品 工業)

Ceftizoxime(CZX,藤 沢 薬 品 工 業)

Aztreonam(AZT,日 本 ス クイ ブ)

Ceftriaxone(CTRX,ロ シ ュ)

Cefbuperazone(CBPZ,富 山化 学 工 業)

Cefoperazone(CPZ,富 山化 学 工 業)

Cefminox(CMNX,明 治 製 菓)

Cefotiam(CTM,武 田薬 品工 業)

Cefmetazole(CMZ,三 共)

ii)AGs剤

Gentamicin(GM,エ ッ セ ク ス 日 本)

Amikacin(AMK,萬 有 製 薬)

Tobramycin(TOB,塩 野 義 製 薬)

Netilmicin(NTL,エ ッセ クス 日本)

β-lactam剤10剤 とAGs剤4剤 の,い ず れ も 力価 の

明 らか な もの を 用 い た 。

2)使 用 菌 株
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昭和54年 から57年 の4年間に,当 大学病院および

関連施設において尿路感染症息潟から分離された教室保

存のS.marcescens 100株14)の中から各薬剤の感受性に

かたよりがないように27株 を選び,実 験に用いた。

3)使 用培地および各薬剤の最小発青阻止濃度(MIC)

の測定

日本化学療法学会標準法15)に準じてMICの 測定を行

なった。Heart Infusion Broth(HIB,栄 研化学)に一夜

培養した菌液を106CFU/mlに 調整し,各薬剤の希釈系

列を含有するHeart Infusion Agar(HIA,栄 研化学)

にMicro Planter(佐久間製作所製)を 用いて接種後,

37℃18時 間培養し,各薬剤のMICを 測定した。β-

lactam剤は1,600μg/mlか ら0.1μg/mlの15段 階

に,AGs剤 は400μg/mlか ら0.1μg/mlの13段 階に

薬剤を倍数希釈し系列を作製した。

4)β-lactam剤 とAGs剤 のin vitro併 用効果の検

討

横田ら8)の方法に基づき,β-lactam剤 とAGs剤 の各

濃度の2倍希釈系列を互いに組み合わせた系列をHIA

を用いて平板とし,HIBで 一夜培養した菌液を106

CFU/mlに 調整して接種し,37℃18時 間培養後,各薬剤

単独および併用時の各薬剤のMICを 測定した。併用効

果は各薬剤のMICと2剤 併用時のMICか ら,最 小

(minimum)のFractional Inhibitory Concentration

(FIC)indexをFig.1の 式により算出した。0.5以下の

値を相乗効果,0.5よ り大きく1よ り小さい値を部分的

相乗効果,1を 相加効果,1よ り大きい値を拮抗とし

た。MICが 各薬剤濃度系列の範囲外にあり算出できな

かったものを不関とした(Fig.1)。

Fig.1 Combined effect of drug A and drug B
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5)増 殖曲線に及ぼす併用効果

checkerboard dilution法で併用効果を認めた菌株と

標準株IFO 12648株 を用いて検討した。HIBで 一夜培

養した菌液をHIBに 接種後,菌 数が約104～106 CFU/

mlに なった時点で,各 薬剤濃度を単独あるいは併用添

加し,37℃ で振邊培養し,1,2,4,6,8,24時 間後

に生菌数を測定した。

6)走 査型電子顕微鏡(SEM)に よる観察

増殖曲線に及ぼす併用効果を検討した菌株の形態変化

を観察した。方法は生菌数測定時に採取 した菌液を1%

グルタールアルデヒド固定,O2O4処 埋後,ア ルコール

系列で脱水し,酢 酸イソアミルに置換し,臨 界点乾燥

後,白 金蒸着し,観 察には走査電子顕徴鏡(日 立S-

570)を 用いた。

II.　実 験 成 績

1)各 薬剤に対するS.marcescensの 感受性

実験に使用した薬剤のうち,い わゆる第3世 代セフェ

ム剤といわれるLMOX,CZX,CMX,CPZ 4剤と

AGs剤 のGM,AMK,TOB,NTL 4剤に対する接種菌

量106CFU/ml時 の感受性分布を示した(Fig.2,3)。セ

フエム4剤 の中ではCMXに 対する感受性が最も良く,

感受性ピークは6.25μg/mlで あった。CPZは 他剤に比

べ,4な いし5管劣る抗菌力を示した。なお,AZTに 対

する感受性ピークは3.13μg/mlに あり,CMXと 同等

の良い成績を示したが,1,600μg/ml以 上の高度耐性株

が3株 認められた。AGs剤4剤 の中ではGM,AMKが

TOB.NTLに 比べ良い抗菌力を示し,GM耐 性株は他

のAGs剤 にも交叉耐性を示した。TOBに 対して12

Fig. 2 MICs of CEPs (LMOX, CZX, CMX,

CPZ) against 27 strains of S. marcescens

(inoculum size 106 CFU/ml)
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Fig.3 MICs of AGs (GM, AMK, TOB, NTL)

against 27 strains of S. marcescens (in-
oculum size 106 CFU/ ml)

株,NTLに 対して10株 が400μg/ml以 上の高度耐性

を示した。

2)in vitro併 用効果

β-lactam剤10剤 とGM,AMKの20通 りの組み合

わせにおける併用効果をminimum FIC indexをもとに

表に示した(Table 1)。27株 のFIC indexの平均値か

らみた併用効果はGMとLMOXの 組み合わせが最も

良く,平均FIC indexは0.241で あり,27株中24株

(89%)に 相梁効果が認められた。GMとCMNXと の

組み合わせで0.650,AMKはCTkX,CMNXお よび

CMZと の3通 りの組み合わせで,そ れぞれ0.541,

0.567,0.900の 値を示したが,そ の他はすべて0.500

以下の値を示し,相乗効果が認められた。

第3世 代セフェム剤とAGs 4剤 の組み合わせでは,

CMXとTOBの 組み合わせで0.565の 値を示したが,

その他の組み合わせでは,すべて0.500以下の値を示し

た。NTLはLMOX,CMXと の併用で,それぞれ5株

(19%),1株(4%)に 拮抗がみられた(Table 2)。

GMとLMOXのin vitro併 用効果をGM単 独お

よび低濃度のLMOX併 用下でのGMに 対する感受性

分布でみると,感受性の増強が顕著に認められ,LMOX

6.25μg/mlの併用でGMのMICは すべての株に対し

て125μg/ml以 下の感性域に移動した(Fig.4)。

β-lactam剤とAGs剤 のMICか ら,6.25μg/ml以下

Table 1 Combined effects of ƒÀ- lactams, and GM or AMK

against 27 strains of S. marcescens (inoadtan size, 106/ ml)
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Table 2 Combined effects of CEP. and AGs azalnet 27 strains of S. marcescons
(inoculum size, 106/ ml)

Fig.4 Sensitivity distribution of GM alone or
combined with LMOX (27 strains of S.
marcescens, inoculum size 106/ ml)

の菌株群と12.5μg/ml以 上の菌株群との比較では,菌

株数に片寄りはあるが,ほ とんどの組み合わせで,12.5

μg/ml以上の菌株群でのFIC indexの 平均値がより小

さく,β-lactam剤とAGs剤 の併用の合理性が示された

(Table 3)。

3)増 殖曲線に及ぼす併用効果

CZX,GMのMICが ともに6.25μg/mlで,FIC

index 0.141と 著明な相乗作用を認めた患者由来のS.

marcescens No.10を 用いて8時間目までの殺菌効果を

検討した成績を示す(Fig.5)。 各1/4 MICの 併用で

CZX 1 MICと ほぼ同等の殺菌作用が認められたが.

CZX 1/2 MICとGM 1/4 MIC,さ らにCZX 1/4 MIC

とGM 1/2 MICの 併用で殺菌効果は著明どなった。

本菌株でCZXとAMKの 併用で殺菌効果を検討し

た。AMKのMICは12.5μg/mlで あり,FIC index

は0.749で あった。CZX,AMKの 各1/4 MICず つの

併用では作用2時 間での菌数の減少は認められず,静菌

的であり,以後,生 菌数は増加した。各1/2 MICの 併用

ではCZX 1 MIC単 独よりも強い殺菌効果が認められた
が,GMと の併用時の効果よりも劣り,FIC indexとよ

く相関した(Fig.6)。

S.marcescens No.10を 用いてLMOXとGMのsub-

MICの 薬剤濃度の併用下における殺菌作用を検討した。

FIC indexは0.125で ある。118,1/16 MICず つの併用で

は薬剤作用1時 間目まで生菌数は減少したが,以後は対

照の10～15分 の1程度の抑制を示しながら増殖した。こ

れはLMOXlMIC単 独時に比べて劣る成績であった

(Fig.7)。さらに同菌株を用いてCPZとGMあ るいは

AMKの 併用効果を検討した。FIC indexは各0.251と

0.751で ある。Fig.8の 曲線1,2に 示す1/4 MICず つ

の併用では両者ともに薬剤作用2時 間目までは殺菌的効

果が得られたが,そ の後,AMKと の併用では再増殖が

みられ対照と大差ない増殖を示した。一方,GMと の併

用では薬剤作用時約6倍 の生菌数であるにもかかわら
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Table 3 Combined effect. of ƒÀ- lactams, and GM or AMK

(S.marcescens 27 strains)

(106 CFU/ ml)

Fig. 5 Killing curves of CZX combined with
GM against S. marcescens No. 10 strain

ず,6時 間目まで再増殖が抑制され,.作用6時 間目の菌

数差はAMKと の併用時の約100分 の1であった。

AMKと の併用でもCPZの 併用濃度を1/2,1 MICと

Fig.6 Killing curves of CZX combined with
AMK against S. marcescens No.10 strain

増量した場合,曲線4,5に 示されるように殺菌作用は著

明に増強された。CPZ 1 MICとGMあ るいはAMK

のそれぞれ1/8 MICず つの併用では,曲 線3と5の 比
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Fig. 7 Killing curves of LMQX combined with
GM against S. marcescens No.10 strain

較で示すようにFIC indexと相反してAMKと の併用

がより優れた殺菌作用を示した。 これらの成績から,

sub-MIC同 士の併用で薬剤間の協力作用の比較を行な

う場合には,FIC indexから差の出る薬剤濃度の組み合

わせを推測できるが,1 MIC以 上の薬剤濃度の併用では

必ずしもFIC indexと 相関した殺菌作用が出現しない

組み合わせがあることが考えられた。

接種菌量差による最小殺菌濃度(MBC)と106CFU/
ml接種時のMICを 患者由来の2菌株で検討した。検討

Fig.B Killing curves. of CPZ combined with

GM or AMK against S. marcescens No.
10 strain

に用いた薬剤はGM,AMKとCZX,LMOXお よび

CPZの5剤 である。S.marcescens No.10に 対する検討

で,GMは 接種菌量104か ら106CFU/mlま でMBC

は25μg/mlで あり,106CFU/ml接 種時のMICよ り2

管高い値を示した。一方,AMKで はMBCは104

CFU/mlで50,105CFU/ml接 種で100μg/mlと,同 じ

く2～3管 高い億を示した。有意な差とは考え難い が,

FIC indexか ら推測される相乗効果の期待が,GMと の

併用では3～4管 低い濃度でも得られるが,AMKと の

Table 4 Correspondence between MICs (HIA, 106/ ml) and MBCs (HIB)
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Fig. 9 Killing curves of LMOX combined with
GM against S. marcescens IFO 12648

Fig. 10 Killing curves of LMOX combined with
GM against S. marcescens IFO 12648

併用では1～2管 程度であり,増殖曲線に及ぼす併用効

果を検討する際には,薬 剤作用時の菌数と併用する薬剤

のMBCが 接種菌量によってどの程度影響されるかを予

め検討しておく必要があると思われた(Table 4)。

S.marcescens IFO 12648を 用いてLMOXとGMの

併用効果を増殖曲線に及ぼす効果で検討した。LMOX
1/16 MICとGM 1/8あ るいは1/16MICの 組み合わせ

では,殺菌作用は認められないが,対照に比べ,作 用8

時間目まで1/5な いし1/10程度の発育の抑制が得ちれ

た。LMOX 1/4 MICとGM 1/8 MICの 組み合わせで

Fig.11 Killing curves of CZX combined with
GM or AMK against S. marcescens IFO
12848

は,さ らに菌数の増加は抑制され,1/4MICず つの併用

ではLMOX 2 MIC単 独と同等の殺菌作用を認め,作用

6時間目まで,ゆ るやかな菌数の減少がみられたが,以

後再増殖した(Fig.9)。 さらに低濃度の併用で検討し

た。LMOX,GMの1/32,1/64 MICの 併用でも1/16

MICず つの併用時とほぼ同等の効果で,対照の1/5な

いし1/10程 度の抑制が得られた。また,Fig.10の 実線

3と破線4に 示したように,104接 種時の1/16 MICず

つの併用効果は105接種時のそれと比較して作用8時間

目までは接種時の菌量差が反映された(Fig.10)。

標準株に対する薬剤の組み合わせによる差をCZXと

GMあ るいはAMKの 併用で検討 した(Fig.11)。

CZX,AMK各1/16 MIC併 用時を破線1に,同 じく

CZX,GM各1/16 MIC併 用時を実線4に 示した。FIC

indexはGMと の併用で0.065,AMKと の併用で

0.258の値であった。GMと の併用がAMKと の併用に

比べ,生 菌数は1/10程 度に抑えられ,24時 間目までそ

の差が認められた。同様にCZX 1/16 MICとGMあ る

いはAMK 1/8 MIC併 用時の両剤の比較で も,曲 線

2と5に 示したように増殖曲線に及ぼす抑制の強さは

FIC indexと相関した成績であった。曲線3に 示すよう

に,CZXとGM 1/32 MICず つの併用でも対照に比べ

8時間目までの生菌数は1/100か ら1/1,000に 抑制さ

れ,著 明な併用効果を認めた(Fig.11)。 これはFig.10

に示したLMOX,GMの1/32 MICず つの併用時に比

べ有意に強い併用効果を認めたことになり,FIC index

の値と相関しない成績であった。
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Fig.12 Combined effects of LMOX and GM against S. marcescens No.6
and No.12 strains

S.marcesccens No. 6 strain

MIC of GM: 400ƒÊg/ml
MIC of LMOX: 12.5ƒÊg/ml
FIC index: 0.312

S.marrcescens No. 12 strain

MIC of GM: 3.13ƒÊg/ml
MIC of LMOX: 12.5ƒÊg/ml
FIC index: 0.258

Fig.13 Killing curves of LMOX combined with
GM against S. marcescens No. 6 and
No. 12 strains

FIC indexと殺菌効果との相関を検討する目的で,S.

marcescens No.6とNo.12を 用いてAGs剤 の併用濃度

の差を検討した。Fig.12に2株 のLMOX,GM併 用時

のcheckerboardを 示した。LMOXに 対するMICは

同じ値であるが,No.6はGMに 高度耐性でMIC 400

μg/mlと高い値を示している。checkerboard上 に丸印

で示した併用濃度で両株に対する殺菌効果を検討した

(Fig.13)。LMOX 1/4 MIC, GM 1/8 MIC併 用時の破

線2と 実線4の 比較から併用効果に著明な差があること

Fig.14 Killing curves of CZX combined with
GM against S. marcescens No. 10 strain

and IFO 12648

が判明し,FIC indexと相反する結果であった。このこ

とから,FIC indexの比較は,そ の算出法から明らかな

ように2倍 以上の差を有意とみるべきと考えられ,一

方,併 用する薬剤,特 にAGs剤 の濃度差はsub-MIC

濃度の併用における検討では重要な因子と思われた。

S.marcescens IFO 12648とS.marcescens NO.10株

を用いて併用効果とFIC indexと の相関を検討した

(Fig.14)。薬剤作用時すでに両者の菌量に約5倍 の差が
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Fig. 15  Scanning electron micrographs of S. marcescens IFO 12648 exposed to a combination
of CPZ 1/ 16 MIC and GM I II MIC

a) control b) CPZ 1/ 16 MIC (MIC; 100μg/ ml)

+ GM 1/ 16 MIC (MIC; 100ƒÊg/ ml)

for 0.5 hour

c) CCI 1/ 16 MIC+ GM 1/ 16 MIC

for 1 hour
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Fig. 16 Scanning electron mierographs of S. marcencens No.10 strain exposed to a combination of

CZX 1/ 4 MIC and GM 1/ 16 MIC (a), or GM 1 MIC alone (b) for 1 hour

a) CZX 1/ 4 MIC (MIC; 6.25 ƒÊg/ ml)

+ GM 1/ 16 MIC (MIC; 6.25 ƒÊg/ ml)

for 1 hour

b) GM 1 MIC alone (MIC; 6.25 ƒÊg/ml)

for 1 hour

認められているが,標準株に対しては,いずれの併用でも

著明な併用効果を認め.作 用6か ら8時間の再増殖が抑

制され,24時 間日の生菌数はS.marcescens No.10株 の

対応する併用の場合の約106の 菌数であった.S.mar-
cescens No.10株 では併用するCZXの 濃度が高くなる

に従い,再 増殖まての時間が延長する傾向が認められ

た.

4)走 査電顕(SEM)に よる観察

S.marcescens IFO 12648にCPZ,GM各1/16 MIC

の併用で30分 作用した時の走査電顕像をFig.15に 示

す。FIC indcxは0.032で ある。作用30分 ですでに細

胞壁の 一部に変化が認められるが,溶 菌像は認められ

ない(Fig.15 b)。60分 後には 一部に溶菌像を認める

(Fig.15-c)。また,FIC index 0.065を 示したS.mar-

cescens No.10株 にCZX 1/4 MICお よびGM 1/16

MICを1時 間作用した像では,GM 1 MIC作 用の像と

同様に,菌 体の伸長化は顕著ではないが,溶 菌を示す像

が認められた(Fig.16)。

SEMに にる形態的観察から,相 乗効果を認めた菌株

と薬剤の組み合わせでは殺菌効果の強さに対応する形態

変化が認められたが.そ の変化は一様ではなか った。相

乗効果を認めた組み合わせでは短時間に殺菌効果が出現

し,不活化酵素に対する薬劇の安定性とsub-MICレ ベ

ルの抗菌活性が協力作用に不可欠なことが推測された。

III.　考 察

抗菌化学療法の原則 は.原因微生物の確定と有効な抗

菌薬剤によるmonotherapyで あることに異論はないが,

臨床上.重症感染症あるいは現在増加しつつあるcom-

promised bostに おける難治性感染症では。併用療法を

余儀なくされる場合が多い.抗 生物質が普遍的に使用さ

れ始めた1950年 以降.一般 細菌感染症治療のために施

行された併用療法の臨床的ならびに基礎的検討は枚挙で

きない程である。しかし確実に臨床上相乗効果が得られ

る併用の組み合わせは,腸球薗性心内膜炎に対するPen-

icillin (PC)とStreptomycin(SM)の 併用16,17)ならび

に縁膿菌に対するCarbenicillin(CBPC)とGMの 併

用18,19)であろう。β-laciam剤とAGs剤 との併用に関す

る実験成績は多数報告されているが.そ れらを通覧する

と薬剤数,研 究対象菌株数ともに少なく,臨 床検査に

応用できる簡便で実用的な坑生剤の併用を試験する方

法30)も少ないので,併 用療法にあたっては基礎的な検討

成績21,22)ならびに経験的化学療法の臨床成績23～27)を参

考にせざるを得ないのが現状である7,28)。

Serratiaは複雑性尿路感染症患者の難治性感染症例の

主要な起炎菌であり,いわゆる第3世 代セフェム剤やモ
ノバクタム剤の開発により,Serratia感染症に対する治

療成績は向上し,Serratiaの 尿路からの分離頻度は
1982年 頃から減少の傾向にある。しかし,菌株によって
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はβ-lactam剤,AGs剤 に高度耐性であり29),特に,尿

路由来株ではAGs剤 に対する感受性の低下が報告され

て14,30,31)いるので臨床的に有用かつ確実な併用療法の確

立が要望されている。

今回,尿 路感染症患者から分離したSerratiaに 対す
るβ-lactam剤とAGs剤 の併用効果をより総括的に研

究する目的で,教室において分離同定したSerratia100

株の中から,墓本的な薬剤のMIC分 布からみてランダ
ムに27株 を抽出して実験材料とするとともに現在使用

可能なβ-hctam剤 とAGs剤 をできるだけ多く用いて,

それぞれの併用効果を検討した。in vitroの併用効果の

定量的評価法としては,checkerboard dilution meth-

od33,36とtime-kill curve method 34,35)の2法があり,

前者からCombined Action Index,Isobologramお よび

FlC index30,36)が導かれ,検討されているが今回は106

CFU/ml接 種時のcheckerboard法 を用いてminimum

FIC indexを 算出し併用効果を検討した。その結果,

Serratiaに対して多くのβ-lactam剤とAGs剤 は相乗

効果を示し,実 験に用いた27通 りの組み合わせのう

ち,LMOXとGMの 組み合わせで,そ のminimum

FIC indexは,平 均で0.241と 最小の値を示 した。これ

らの成績は,β一lactam剤とAGs剤 の併用における他の

報告と同様の成績であった9,12)。しかし,FIC indexは

接種菌量により変動することが指摘されており37),今回

の実験系でも抗菌力が接種菌量によって変動する薬剤の

併用では,FIC indexの解釈にあたり注意を要すると思

われた。

また,FIC indexは併用により各薬剤のMICが 何段

階変動するかを数値で示すものであるが,相 乗効果が得

られた菌株と薬剤の組み合わせについては別の評価法で

ある増殖曲線における殺菌能ならびに形態観察によつて

も,併用されたsub-MICの2薬 剤の菌体に及ぼす作用

を検討することができた。

in vitroの併用効果が,そ のままin vivoならびに臨

床に反映されるとは考えられないが6,38),in vitroで併

用効果が認められない薬剤の組み合わせでは臨床的に併

用効果を示すとは考え難く,その意味では基礎的検討が

不可欠と思われる。しかし 併用効果を比較する際には

測定法の相違による差異,菌 株間の差などの因子が関係

しているため,個 々の実験成績を比較することは難し

く,将来,何 らかの基準を設定する必要があるものと思

われる。JAWETZら34)も相乗,拮 抗という併用効果は菌

株の反応の多種多様性から,一定に出るものではないと

述べており,併用効果の検討には慎重であるべきことを

指摘している。

また,渡辺ら35)は,臨床分離のSerratiaに対するMi-

nocycline(MINO)とDibekacin(DKB)の 併用効果の

検討で,chockerboard法 で抽抗を認めた菌株でも増殖

曲線においては拮抗作用の発現はなかったと報告し,こ

れもin vitroの 併用効果の検討における測定法による

相違であろうと指摘している。 このようにFIC index

が殺菌作用における併用効果と常に相閲するとはいえな

いが,今 回の実験では,Fig.5,6に 示したS.marces,

cens No.10に 対するCZXとGMま たはAMKの 組

み合わせの比較やFig.11に 示したS.marcescens IFO

12648に対する岡じ組み合わせの比較から,同一菌株に

おいて殺菌効果における組み合わせの差を検討する場

合,FIC indexと 相関した成績が得られ,有意差の出る

組み舎わせが推測可能と思われた。 しかし,Fig.12,13

に示したS.marcescens No.6とNo.12を 比較した成績

やFig.14に おけるS.marcescens No.10とIFO 12648

に対する同じ薬剤併用下の殺菌効果の比較からは,FIC

indexを もとにsub-MIC濃 度の薬剤の組み合わせで比

較検討する場合には,感 受性株と耐性株では併用する薬

剤の濃度と接種菌量に由来する実験結果の差に充分注意

して成績をよむ必要があることが示唆された。併用の成

績が菌株間の比較で有意なものかどうかを判定するのは

容易ではないが,sub-MICレ ベルにおける薬剤の併用

により協力作用がどの程度期待できるかを薬剤間におい

て比較検討するには,こ れらの実験系は有用であると思

われた。

今回はβ-lactam剤とAGs剤 のinteractionについて

は検討していないが,MCLAUGHHNら39)は,あ る条件下

でCBpcがGMを 不活化することを報告し,in vivo

での拮抗作用の出現する可能性を指摘している。PIC-

KERINGら40)は,CBPC,Ticarcillin(TIPC)とGM,

AMK,TOBお よびNTLのinteractio腿 をin vitro

で検討し,CBPCはAGs剤4剤 すべてを不活化した

が,TIPCは 高濃度の併用においても,AMK,NTLに

対して不活性化を認めなかつたと報告している。また,

YoUNGら41)も尿流障害時にCBPCに よるGMの 不活化

は著明であつたとin vivoの 実験成績を報告している。

WEIBERTら42)は急性腎不全の1症 例において,高濃度の

CBPCの 併用で,低 濃度血清レベルのGMも 不活化さ

れたと報告し,併用時の薬剤投与量の設定を考慮し,相

互の薬剤濃度のモニタリングの必要性を指摘している。

今回の実験に用いたβ-lactam剤とAGs剤 にinterac-

tionを認めた報告はないが,現 在はAGs剤 が点滴静注

でも使用されており,同一容器内に両剤が混合されるこ

ともあり得るので,充分に検討すべき点と思われる。さ

らに,森 ら48)はpHの 変化にともなうGMの 抗菌力の

変動について検討した実験から,酸性域での抗菌活性の
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低下を指摘し,尿 路感染症における尿pHの チェック

の必要性を述べている。

β-lactam剤とAGs剤 の餅用効果の出現は,β-lactam

剤による細胞壁障害がAGs剤 の菌体内への移行を良好

にするためと考えられ44),今回の実験でも低濃度のβ-

lactam剤 の併用でAGs剤 の効果が増強され,同様の機

作が推測された。細菌の細胞壁を選択的に障害するβ-

lactam剤 を使用した場合に,細 胞質内の蛋白合成阻害

剤であるAGs剤 の作用が増強されることは容易に考え

られることである。 しかし,前 述の実験結果からS

marcescensに対してランダムにこの両剤を併用しても,

必ずしも相梨効果が同等に得られるとは限らないので,

臨床的には,各 領域におけるS.marcescensに 対して最

も小さなFIC indexを示す薬剤の組み合わせとin vi-

troに おける殺菌効果を確認しておくことは,必 要に迫

られて併用抗菌化学療法を行なう場合に普遍的に有用で

あろう。

今回の実験はすべてin vitroにおいて同時投与の検

討を行なったが,将来さらにin vitroにおける最も有用

な時間差投与の検討を行なう必要があるものと考えられ

る。これらの検討はsub-MICに おける殺菌効果の検討

とともに,必 要最少量の抗菌薬剤の使用量の設定と副作

用の軽減に役立つものと思われる。
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COMBINED THERAPY WITH ANTIBIOTICS

― IN VITRO SYNERGISTIC EFFECTS OF ƒÀ- LACTAMS AND
AMINOGLYCOSIDES AGAINST S. MARCESCENS

MOTOSHI KAWAHARA

Department of Urology, Faculty of Medicine, Kagoshima University, Kagoshima
(Director Prof. Y.OHI)

The purpose of this study was to examine the fractional inhibitory concentration (FIC) index

ofƒÀ -lactams and aminoglycosides (AG.) against S. marcescens. The correlation between growth

curves and morphological changes in the bacteria was also clarified at sub- MIC levels.

In vitro activities of 27 kinds of combination of 10 ƒÀ- lactams and 4 AGs against 27 strains of

S. marcescens isolated from patients with urinary tract infections and S. marcescens strain IFO

12648 were studied using the checkerboard method.

Combination of so- called third- generation cephems (CEPs) and AGs seemed to enhance the

bactericidal effect against almost all strains tested. Growth curves of these strains and the standard

strain were studied after addition of each drug at sub- MIC level. The initial inoculum size was

10,405 CFU/ ml.

Scanning electron microscopic (SEM) observations were also performed.

Synergistic inhibitory rates and minimum FIC indices were LMOX 89% (0.241), CZX 74%

(0.322), CPZ 82% (0.310), all in combination with GM; and LMOX 74% (0.359), CZX 78%

(0.385) and CPZ 63% (0.384) with AMK.

A bactericidal effect of LMOX with GM against S. marcescens No.10 strain (minimum FIC

index; 0.125) was observed after adding 1/ 2 and 1/ 4 MIC, respectively. After incubation with

1/ 8 and 1/ 16 MIC, respectively, for 8 hours, viable bacteria decreased to 1/ 10 to 1/ 100 of the

controls. With each 1/ 16 MIC of CZX and GM (minimum FIC index ; 0.065) the standard strait

was suppressed to 1/ 100 to 1/1,000 of the controls 8 hours later.

SEM demonstrated prominent bacteriolysis and/ or filament formation after combination of sub-

MICs in comparison with a single regimen.

Although the minimum FIC indices did not always coincide with antibacterial synergism, growth

curve tests always reflected morphological changes as far as sub- MIC combinations of the third-

generation CEPs and AGs were concerned.


