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千葉大学医学部附属病院において1981年 から1985隼 までの5年 間におけるMethicillin耐性

Staphylococcus aureus(MRSA)に ついて検討したので,そ の成績を報告する。

MRSAの 分離は全体として,1981年 の51株(16.6%)か ら1985年 の144株(33.2%)に 増

加した。入院患者由来株では,1981年 の29株(17.8%)か ら1985年 の106株(40.6%)と 急

激な増加がみられた。一方,外 来患春由来株の分離率は20%前 後と年度によって大きな変化はみ

られなかった。検体別では,各年度とも膿,耳 漏が多かった。特に,入 院患者由来株では,喀痰,

尿,血 液で増加傾向が認められた。診療科別では,内科系よりも外科系でMRSAの 分離が多かっ

た。MRSAのCoagulase型 は,主 にIV型,II型 で,外来患老由来株では,IV型が多く,入院患者

由来株では,1984年 以降II型が増加していた。各種薬剤に対する感受性では,MRSAはMethi-

cillin感性S.aureus(MSSA)に 比べ,PCG,ABPC,MPIPC,CET,GM,EM,CLDM,

MINOに 対してもMICが 高かった。Coagulase II型株は,MINOでMSSAと 同程度のMIC

を示し,MCIPCにMICが 高かった。IV型株は逆に,MINOでMSSAに 比べMICが 高い株が

多く,MCIPCに 比較的MICが 低かった。RFP,VCMで は,RFPに のみ2株 耐性株が認められ

た。培養温度と培養時間によるMICの 変化については,MRSAは 一夜培養で,DMPPCに 対し

て37℃ 培養より30℃ 培養でMICが2倍 から8倍 上昇し,37℃,48時 間培養ではその中間の

MICを 示した。

Staphylococcus aureus(S.aureus)は,臨 床 上 重 要

な病 原菌 で あ り,皮 膚 化 膿性 疾 患 を は じめ,骨 髄 炎,心

内膜 炎,肺 炎,中 耳 炎 な ど広 範 な感 染 症 を 惹 起 す る 。 治

療に は,最 初Penicillinが 使 用 さ れ て い た が,1950年

代にPenicillinを 分 解 す るPenicimlinase 1)産 生 株 が 世

界的 に大 流 行 を き た し た。 こ の 菌 に 対 し て,Penicil-

linaseに 安 定 なMethicillinな どPCase耐 性 ペ ニ シ リ

ン剤 やCephalothinな ど セ フ ェ ム系 薬 剤 が 開 発 さ れ,

1960年 代 後 半 に はPenicillinase産 生S.aureusの 治

療は 一応 解 決 さ れ た。 しか し,1961年 に 最 初 にJEVONS

に よりMethicillin耐 性S.aureus(MRSA)が 報 告 さ

れた2)。 その 耐 性 機 構 は 不 明 な 部 分 が 多 く"intrinsic"

と称 され る 不 活 化 酵素 に よ ら な い 耐 性3,4)や 最 小 発 育 阻

止濃度(MIC)が 低 い に も か か わ ら ず,最 小 殺 菌 濃 度

(MBC)が 高 い"tolerant"と 称 さ れ る耐 性5)で 表 わ さ れ

て いた 。 し か し近 年,細 菌 の 細 胞 膜 に 存 在 し,細 胞 壁 合

成 に 関与 し,ベ ニ シ リ ン剤,セ フ ェ ム剤 の標 的 酵 素 で あ

るPenicillin Binding Proteins(PBPs)の 研 究 が 急 速

に 進 み,現 在 では この 耐 性 がPBPの 親 和 性 変 化6,7)に よ

る も の と考 え られ て い る 。 ま たMRSAは,セ フ ェム 剤

を は じめ,マ ク ロ ライ ド系,ア ミノ配 糖 体 系 抗 菌 剤 に も

耐 性 の株 が 多 く,欧 米 で は 院 内 感 染14,15)だけ で な く,病

院 外 での 感 染16)も 報 告 さ れ て い る。 本 邦で は,1980年

代 に入 って か らMRSAに つ い て,渡 辺 ら8)や 菅 野 ら9)の

報 告 がみ られ,GM耐 性 に つ い て は 紺 野 ら の 詳 細 な 報

告10)が あ る。 また セ フェ ム 剤 を 含 む 多剤 耐 性 に つ い て 島

田 ら11)や松 本 ら12)の報 告 もみ ら れ る。 し か し,経 時 的 に

追 跡 した 報 告 は 少 な い 。 当 院 で は,1981年 よ り微 量 液

体 希 釈 法 に よ るMIC測 定 を 日 常 感受 性 検 査 に 使 用 して

き た。MRSAの 基 準 は,National Committee for

Laboratory Standard(NCCLS)1980年PSM-713)の

基 準 に 従 い,MethicillinのMIC:≧8μg/mlの 株 を
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MRSAと し,当 院 の1981年 ～～85年 の5年 間 のMRSA

につ い て,疫 学 的 検 対 を 加 え 報 省 す る。

I.　 材 料 と 方 法

1981年1月 か ら1985年12月 ま で の5年 間 に千 葉 大

学 医 学 部 附 属 病 院 検 査 部 に 提 出 さ れ た 各 種 臨 床 材 籾 か

ら,純 培 養 あ る い は 優 勢 に 分 離 され た病 原 菌 の可 能 性 の

高 いS.aureuu 1.819株 に つ き 検 討 した。 こ の 際,岡 一

症 例 の 岡 種 検 体 か ら の 分 離 菌 は1株 と し,重 複 株 は で き

るだ け 除 外 した 。 ま た,MRSAの 診 療 科 別 の 検 討 を 行

な った が,こ の 場 合 は 原則 と し て,多 種 の検 体 よ り岡 時

にMRSAが 検 出 され て も 一 症 例 と して,397症 例 に

つ ぎ検 討 した 。

S.aureusの 同定 は,一 次 同 定 と して,グ ラム 陽 性 球

菌,カ タ ラ ー ゼ 陽 性,Coagulase陽 性,DNase陽 性 の 性

状 を示 す 菌 をS.aureuuと し,必 要 に 応 じてAPISTA-

PH(API System S.A.)に よ り同 定 を 行 な っ た。

MIC測 定 は,MIC-2000(Dynatech)に よる 微 量 液 体

希 釈 法 に よ り,NCCLSの 測 定 基 準(1980年,PSM-

7)13)に 従 っ た。 検 討 し た 抗 菌 剤 は,Ampiciliin(AB

PC):明 治製 菓,PenicillinG(PCG),Methiclllin

(DMPPC),Oxacillin(MPIPC),Amikacin(AMK):

萬 有 製 薬,Cloxaciilin(MCIPC),Dicioxaclllh(MD

IpC),Flucloxaciliin(MFIPC):藤 沢 薬 品,CePhalo-

thin(CET),Vancomycin(VCM):塩 野 義 製 薬,Gen-

tamicin(GM):エ セ ッ ク ス 日 本 ,Minocycline(MI

NO):日 本 レ ダ ジー,Chloramphenicol(CP),Cefme-

tazole(CMZ):三 共,Erythromycin(EM):大 日 本製 薬,

Ciindamycin(CLDM):日 本 ア ツプ ジ ョ ン,Rifampicln

(RFP),Ofloxacin(OFLX):第 一 製 薬 で,各 製 薬 会社

より純末の捷供を受けた。測定用培地は,Mg2+を25

mg/l,Ca2+を50mg/lに 加えたMueller Hintonbro-

th(Difco)(以 下CSMHB)を 用いた。各種薬剤濃度を

含むCSMHBをMIC-2000シ ステムによりマイクロブ

レート(96孔)に 分注後,-20℃ あるいは-80℃ にて

保存した。便用時は,これを窒温にて解凍後,分離菌の

2～3コ ロニーをBrain heart infusion broth(Difco)

で,3～4時 間前培養した後,前 記マイクロブレートに

接種し,37℃ 一夜培養後の最小発育阻止濃度(MIC)を

判定した。この際,各 ウェル中の最終接種濃度は,5×

105 CFU/ml(105～106CFU/ml)と なるようにつ とめ

た。一部の菌につき,30℃ 一夜培養と37℃48時 間培

養でのMICを 比較した。
Coagulase型 別は,MRSA 351株 について,Coagula-

se型別用血清(デ ン力生研)を 馬いて行なった。

II.　成 績

I.MRSAの 分離状況

5年間で,S.aureusは1,819株 分離され,MRSAは

478株(26.3%)を 占めた。MRSAの 年度別の分離頻度

をFig,1に 示した。入院患者由来株では,S.aureus自

身の分離も増えているが,1981年 には163株 中23株

(17.8%)で あ ったが,1985年 には261株 中106株

(40。6%)と なり,1983年 からMRSAは 急激に増加し

ていた。一方 外来患者由来株では,MRSAは1981年

では144株 中22株(15.3%)で,以 援急激な増加は

認められず,1983年 以降は約22%の 分離頻度であっ

た。Table 1に は,検体別のMRSAの 分離頻度を示し

た。外来患者由来株では,年 度による差はあるが,5年

間の累計で,耳漏(49/152株=32.2%),膿 汁(92/429

Fig. 1 Isolation frequency of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Chiba

University Hospital, 1981•`1985 ys.)

():No.ofstrain
〓: Methicillin-resistant S.aureus

□: Methicillin-sensitive S.aureus
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Table 1 Detection rate of methicillin-resistant S. aures's isolated from clinical materials in 5years (1981y.•`1985y.)

a)
 Cerebrospinal fluid.

b) N. of cases that were determined as MRSA among S. aureus isolated

N. of cases that S. aureus were isolated from clinical materials

株=21.4%)か らのMRSAの 分離が他検体に比べ高か

った。また血液からも1株分離されていた。入院患者由

来株では,膿汁で1981年 および82年 の分離率が各々

2a3%,17.8%で あったものが,1983年 以降40%前

後と急激な増加がみられた。喀痰では1981年 では24株

中1株(4.2%)で あったが,1985年 には57株 中21

株(36.8%)と 増加傾向が認められた。また尿でも同様
の傾向が認められた。血液では1982年,初 めてMRSA

が3株分離され,以後40%前 後の分離頻度であった。

髄液からも1984年 に1株,1985年 に2株 分離され

た。

2.　診療科別の症例数

MRSAの 診療科別症例数をTable 2に 示した。外来

症例では,皮 膚科,耳 鼻科,小 児科の3科 で84.6%

(149例中126例)を 占めた。入院症例では,1985年 の

第二外科の18症 例など内科系より外科系でMRSA検

出症例が多かった。また,1983年 より一症例で多数の

臨床材料よりMRSAが 検出される症例が増加してい

た。

3.　MRSAのCoagulase型 別

MRSA 351株のCoagulase型 をTable 3に 示した。

Coagulase型 別では,IV型242株,II型97株VII型

12株 で,他 の型はみられなかった。入院患者由来株で

は,1981年 に分離されたMRSAの95.8%(24株 中

23株)がIV型 株であったが,1983年 からII型株が増加

し,1985年 にはII型40株,IV型21株 とII型がIV型

を上回った。この傾向は,膿汁,痰,咽 頭,血 液で認め

られ,特 に血液では1985年 にMRSA 7株中6株 がII

型であった。一方,外 来患者由来株では,5年 間を通じ

てIV型が各検体で多く,103株 中92株(89.3%)を 占

めた。

4.　薬剤感受性
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Methicillin感姓S.aureus(MSSA)とMRSAの5

年間の各抗菌荊に対するMICの 累積百分率をFig.2に

示した。各薬剤ともMRSAはMSSAに 比べMICが

高かった。

MRSAでMICが 比較駒低かったのは,MINO,

CET,AMKで あった。しかし,MINOで はMSSAで

MIC:≦0.5μg/mlの 株が95.6%で あるのに対し,

MRSAで は48.6%で あった。またAMKで はMSSA

でMIC;≦8μg/mlの 株が93.7%で あったのに対し,

MRSAで は64.5%で あった。CETで はより顕著で,

MSSAでMIC:≦0.5μg/mlの 株が94.7%で あるのに

射し,MRSAで ほ2.0%で あった。Fig.2では省略し

たが,他 のセブニム剤でもCETと 同様の傾向がみられ

た。MCIPCで は,MSSAの 全株が2μg/ml以下で発育

を阻止されたが,Fig.3に 示したよ うに,MRSAは

1981年 から84年 までは,2μg/ml以 上のMICの 株の

Table 2 The number of patients isolated MRSA

Fig. 2 Cumulative curves of susceptibility of 9 antibiotics against MSSA and MRSA

(1981•`1985 ye., Chiba University Hospital)

MSSA MRSA
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Fig. 3 Susceptibility distribution of MRSA

against MCIPC (1981•`1985 ys.)

Fig. 4 Cumulative curves of susceptibility of

other antibiotics against MRSA

分離は10%以 下であったのに対し,1985年 では33.1

%に 急増していた。MRSAの 他薬剤の感受性をFig.4

に示した。MICが 低かったのは,RFP,OFLX,VCM

で,RFPで はMIC:>8μg/mlの 株が2株分離された

以外は,残 りの株はすべて0.06μg/ml以 下で発育を阻

止され,OFLXで は全株MIC:≦1μg/ml,VCMで は

全株MIC:≦2μg/mlで あった。

5.　MRSAのCoagulase II型株とIV型株のMICの

相違

1984年 に分離されたMRSAのCoagulase II型31

株と理型63株,1985年 に分離されたCoagulase II型

42株 とIV型41株 について,各種抗菌剤に対するMIC

の相違を検討した。差がみられたのはMINOとMCI

PCの みであった。Fig.5に 示したように,MINOで

Fig, 5 Susceptibility distribution of two coagu

lase types (II, IV) of MRSA against
MINO, isolated in 1984 and 1985 y.

Fig. 6 Susceptibility distribution of two coa-

gulase types (II, IV) of MRSA against
MCIPC, isolated in 1984 and 1985 y.

はII型株は各年度ともMIC:≦0.5μg/mlの 株が90

%以 上でMSSAと 変わ りなかったが,IV型 株では

MIC:≦0.5μg/mlの 株は1984年2乳0%,1985年

19.6%の みでMIC:1μg/ml～8μg/mlの 耐性株が多か

った。Fig,6に 示したよ うに,MCIPCで はII型株は

1984年 でMIC:≦2μg/mlの 株が90.3%で あったが,

1985年 では28.5%と 耐性化が進んでいた。一方,IV型

株では各年度ともMIC:≦2μg/mlの 株は90%以 上で

あった。

6.　MRSAの 検出法

MRSAの 培養温度と培養時間によるMICの 変化を,

DMPPCに 対するMIC:≧4μg/mlの1985年 に分離

したMRSA 65株(Coagulase II型32株,Coagulase
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Fig. 7 Susceptibility distribution of MRSA
(Coagulase type II 32 strains, Coagu-
lase type IV 33 strains) against
DMPPC

IV型33株)を 用いて検討した。DMPPCて は,Fig.7

にみられるように,37℃ 培養よりも30℃ 培養でMIC

の高くなる傾向が認められ,37℃,48時 間培養では,そ

の中間のMIC値 を示した。なお,セ フェム剤やPC-

ase耐姓ペニシリンでも同様の傾向がみられたが,GM,

CLDM,VCMで はこのような現象はみられなかった。
一方,MSSAで は温度や培養時間によるMICの 変化

は認められなかった。

III.　考 察
MRSAの ペニシリン剤,セ フェム剤に対す るMIC

は,被験菌の 接種菌量17),培 地のNaCl濃 度4,20)や

pH 18),培養温度19,20)や時間20)によって著しく影響を受け

る。またMRSAの 一部の株は継代により感受性株を含

む種々のMICの 株が出現してくる。このため"Hete-

rogenlty"と称されたことがある19)。このような多種の

要因により,臨床検査室においてMRSAを 日常検査で

正確に検出することは意外と困難で,見落される場合も

多い。欧米では感受性試験に30℃ 培養やNaClを2%

に培地に添加する検査法をすすめている21)。しかし,

日常業務にこのような手技を加えることは煩雑であり,

実施している施設も目本では少ない。私達がMIC-2000

を導入する以前のディスク法(昭和一濃度法)に よる成

績では,DMPPCに(+)以 下の成績を示したS.aureus

は118株 中4株(3.4%)で あった22)。しかし,菅野ら

の成績23)では,昭 和一濃度法のDMPPCを 使ったスク

リーニングで,MRSAを42.1%し か検出できていない

ことから考えると,私 達のこの時期のMRSAの 分離率

には多少の疑問が残る。NCCLSのMRSAの 定義も,

従来はCSMHBでDMPPCに 対するMICが>4μg/

mlを 示す株をMRSAと してきたが,1983年 からは

NaClを2%に 加えたCSMHBでDMPPCに 対する

MICが ≧16μg/mlの株に変更している24)。今回の私達

の成績は,NaClを2%に 加えていないCSMHBで の成

績だが,DMPPCのMICが8μg/ml以 上の株は2μg/
ml以 下の株に比べ,30℃ 培養で薯しくMICが 上昇す

るなど,そ の性状に大きな差がみられ,MIC分 布から

も4μg/mlを 境に二峰性分布がみられる点などか ら

CSMHBの みでもMRSAの 検出は一応可能と思われ

る。NaCl添 加の問題は今後の検討を要すると思われる

MRSAが どの時点から分離されていたかは,判 然と

しなかったが,外 来患著由来株で,既 に1981年15.3%

の検出率があり,その後は20%前 後と一定しているた

め,か なり以前からMRSAは,膿,耳 漏を中心に分離

されていたものと思われる。外来患者の血液から1株

MRSAが 分離されているが,こ の患者は生後6か 月の

肛門周囲膿瘍からの敗血症であった。入院患者由来株で

は,1982年 までは18%前 後の分離率で外来患者由来株

と同様であったが,第3世 代セフェム剤が臨床で使用さ

れ始めた1983年 から急速に増加し始めたのは,紺野ら

の成績25)と同様で興味深い。

Coagulase型 別による報告は11,26,27),報告者により多

少異なるが,II,IV,VII型 が多い。私達の成績では,外

来患者由来株では5年間を通じてIV型が中心であり,一

方,入 院患者由来株では1982年 まではやはりIV型が中

心であったが,1983年 以降II型株の分離が多くなって

いる。

MRSAの 感受性では,諸家の報告11,12,25,27)と同様多剤

耐性の傾向がみられた。1984年 までのMRSAはMC

IPCに 対するMICが0,5μg/ml以 下の株が多く,私達

もMRSAの 治療にMCIPCを 使用し ある程度の治

療効果を得ていたが,1985年 には,MRSAのII型 株て

MCIPCのMICが ≧4μg/mlの株が多く分離され始め

た。この新しいII型株は以前のMRSAに 比べ,PCase

耐性へニシリン,CETを はじめとするすべてのセフェム

剤や他の抗菌剤にも高いMICを 示す。II型株に高度耐

性株が多く出現する理由は不明であるが,TSST-1産 生

株もII型株に多いこともあり,臨床上重要な問題と思わ

れる28)。しか し,このII型株はMINOに は≦0,5μg/ml

で90%以 上の株の発育を阻止し,市販されている抗菌

剤の中では一番MICが 低い。一方 外来患者を中心に

分離されるIV型株は,依 然としてMCIPCのMICが 低
い。しかしII型株と違いMINOでMIC:≦0.5μg/ml

の株は,20～30%で あり,中等度耐性を示している。こ

のようにII型株とIV型株では,MCIPCお よびMINOに

対するMICの 違いがみられる。欧米では,MRSAの 治
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療にVCMが 第一選択剤となっており,今回の成績でも

耐性株は分離されていない。しかし。VCM耐 性株の報

告20)もあり,今後注意が必要である。

本論文の要旨は,第30回 日本化学撰法学会総会(昭

和57年6月),第31回 日本化栄療法学会総会(昭 和58

年6月),第32回 日本化学療法学会総会(昭 和59年6

月),第33回 日本化学療法学会総会(昭 和60年5月)

にて発表した。
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ISOLATION OF METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS

AUREUS AT THE CHIBA UNIVERSITY HOSPITAL

―OBSERVATION DURING RECENT 5 YEARS―

MASAHARU WATANABE, SETSUKO KUBO, HISAKO ISHIYAMA,

YASUKO HATAKEYAMA, TOMOKO SAITOU, KOHKI TAKAHASHI,

RUEY-MEI CHEN* and HARUSHIGE KANNO

Department of Laboratory Medicine, Chiba University Hospital, Chiba

* Department of Chest Medicine, Institute of Pulmonary Cancer

Research, School of Medicine, Chiba University, Chiba

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolated from clinical materials at the Chiba

University Hospital during 5 years from 1981 to 1985 were examined to study susceptibility against

various antibiotics and coagulase types. The isolation frequency of MRSA from Staphylococcus

aureus increased from 16.6%(51 strains) in 1981 to 33.2%(144 strains) in 1985. MRSA from the

inpatient increased significantly from 17.8%(29 strains) in 1981 to 40.0%(106 strains) in 1985. How-

ever, MRSA from the outpatient were constantly about 20% during these periods. MRSA were

most frequently isolated from pus and otorrhea. Particularly, the isolation of MRSA from the in-

patient increased in sputum, urine and blood. The isolation frequency of MRSA were higher at the

surgical departments than at the internal departments. The coagulase type of most strains of MRSA

was classified into type II and type IV. Type IV strains were mostly isolated from the outpatients

and type II strains from the inpatients increased after 1984.

Many strains of MRSA were resistant to PCG, ABPC, MPIPC, CET, GM, EM, CLDM, and

MINO, respectively. Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) were much more sensitive

to these antibiotics. Coagulase type II strains were sensitive to MINO and relatively resistant to

MCIPC and cephems. On the contrary, coagulase type IV strains were sensitive to MCIPC and

relatively resistant to MINO. All strains of MRSA were sensitive to VCM and only 2 strains were

resistant to RFP. We examined effects of incubation temperature and time on susceptibility using

microdilution method. The MICs against DMPPC obtained after 18 hr of incubation at 30•Ž were

generally 2- to 8- fold higher than those obtained at 37•Ž. The MICs of most MRSA against
DMPPC obtained after 48 hr of incubation at 37•Ž were distributed between those obtained after 18 hr

of incubation at 37•Ž and 30•Ž.


