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1987～1988年 に数 ヵ所 の施設で分離 されたmethicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA)58株 な らびに感性Saums17株(MSSA)に つ いて,抗 菌剤の最小発育阻止濃度

(MIC),ペ ニ シ リナーゼ産生性,コ アグラーゼ型 を調べて菌株の性状 を明 らかにす るととも

に,こ れらの菌株に対する現在病院で常用されている殺菌消毒剤の有効濃度を測定 した。

MRSAに 対 す るメチ シ リン(DMPPC)のMICは 感 受 性測定 時の温度の影響 を受け,

DMPPCで は72%,CEZで は76%の 菌株が,MIC(37℃)100μg/ml以 上 の耐性 を示 した。

これ らのMRSAの コアグラーゼ型はII型 が64%,IV型 が9%で 最 近の型別分布の頻度を反映

していた。

これ らの供試菌株 に対す る塩化ベ ンザルコニウム(BAC),グ ル コン酸 クロルヘキシジン

(CHG),ポ ビ ドンヨー ド(PDI),グ ル タルアルデ ヒ ド(GTA),エ タ ノール(EtOH)の 殺

菌効力 とDMPPC感 受 性 との間に関係は認め られず,MRSAに 対 しても通常のSamusの

殺 菌消毒 と同様に それぞれの殺菌消毒剤の作用特性に応 じた使用方法で殺菌可能である。 ま

た,Saumsの コア グラーゼ型 と殺菌消毒剤の効力の間に も関係は見出されなかった。BAC

の殺 菌効 力 を高 め るため に,0.01w/v%Na2CO3を 併 用す ると,30秒 作 用でBACO .005

w/v%以 下.ま た20v/v%EtOHを 併 用す る とBACO .05w/v%以 下 ですべ て殺菌 され,

BACの 殺 菌速度が早い特性 とあわせて院内環境および手指などの殺菌消毒に有効な方法であ

る。
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細菌感染症の治療剤として,β-ラ クタム系薬剤が中心

を占めるようになり,い わゆる第3世 代セフェム系薬剤の

使用 が増 え るにつ れ,methicillin-resistant Staphy-

hmcus aureus(MRSA)の 感染題～7,が問題 となっている。

MRsAは 多剤耐性で治療できる薬剤が限定される上,ブ

ドウ球菌が強毒性であるため,そ の対応を誤ると予後は悪

い゜MRSA感 染症は院内の伝播力が強 く,未 熟児や老人,

また免疫不全状態の患者に発症することが多く,早 期に正

しい検査を行ない,そ れを増加させないための防止策が極

めて重要である。一方,MRSAが 殺菌消毒剤に対しても

抵抗性を示すという報告8～11)もあるが,多 数の臨床分離

MRSAに 対する殺菌消毒剤の効力の実態を調査 した報告

はほとんどみられない。本報では,1987～1988年 に数ヵ

所の施 設で分離されたMRSA58株 な らびに感性S.

aums(MSSA)17株 について,抗 菌剤の最小発育阻止濃

度(MIC),ペ ニシリナーゼ産生性,コ アグラーゼ型を調

べて菌株の性状を明らかにするとともに,こ れらの菌株に

対する現在病院で常用されている殺菌消毒剤の有効濃度を

測定した。

1.実 験材料および方法

1.供 試薬剤

抗菌剤は メチシ リン(DMPPC,萬 有 製薬),セ フ

ァゾ リン(CEZ,藤 沢薬品),ア ン ピシリン(ABPC,

武 田 薬品),ク ロキサシ リン(MCIPC,藤 沢薬 品),

カ ナ マ イ シン(KM,武 田 薬 品),ト プ ラマ イシン

(TOB,塩 野 義製薬)お よびゲ ンタマイシン(GM

エ ッセ クス日本)を,殺 菌消毒剤は,陽 イオン界面活

性剤 の塩 化ペ ンザル コニ ウム(BAC,オ ス パン液,

日本製薬,10w/v%),ビ グアナイ ド系のグルコン酸

クロルヘ キシジン(CHGヒ ビ テン ・グル コネー ト

液,住 友化学,20w/v%),ア ルデ ヒド系のグルタル

ア ルデ ヒ ド(GT」 ～ ス テ リハ イ ド,丸 石製薬,20

w/v%),ヨ ー ド系の ポピ ドン ・ヨー ド(PDI,イ ソ

ジ ン 液,明 治 製 菓,10w/v%,有 効 ヨ ウ素75

*大阪市淀川区十三本町2丁 目17番85号
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Table 2. Susceptibility to antibiotics, penicillinase producibility and

coagulase type of methicillin-sensitive Staphylococcus aureus

DMPPC: methicillin, CEZ : cefazolin, ABPC : ampicillin, MCIPC : cloxacillin, GM : gentamicin

mg/ml),お よ びエ タ ノー ル(EtOH,和 光 純 薬,

99.5%)を 使用 した。

2.使 用菌株

臨床分離株 として1987年 ～1988年 に数 ヵ所の施設

ならびに東京総合 臨床 検査 セ ンターか ら入手 した

Staphylococcus　aums74株 標 準株 としてStaphy-

lococo aureus FDA 209Pの 計75株 を使用 した。な

お,培 養温度 を37℃ とした ときのDMPPCのMIC

が12.5μg/ml以 上 の株 をMRSAと し,そ の他 を

MSSAと した。

3.最 小発育阻止濃度の測定

日本化学療法学会標準法12)に従 い,ミ ューラー ヒン

トン寒天(Difco)を 用 いた寒天平板希釈法で測定 し

た。接種菌量は106cfu/m1と し,MRSAに 関 しては

DMPPCとCEZは30,37お よび40℃ で,そ の他 に

ついては37℃ でそれぞれ18時 間培養後判定 した。

4.ペ ニシリナーゼ産生性

トリプティケース ソイ寒天(BBL)平 板 上の コロ

ニーについて,ニ トロセフィンディスク(セ フィナー

ゼ,BBL)を 使 用 して確認 した。 また,ニ トロセフ

ィンディスクでペニシリナーゼ陰性 となった菌株のう

ちMRSAに つ いては,ペ ニシリンGを 基質 として ミ

クロよう素法13)で測定 し、ペニシリナーゼ産生性の有

無 を確認した。すなわち,対 数期の菌液にジクロキサ

シ リンを0.5μg/mlに な るよ うに添加 し,37℃ で2

時 間振 とう培養 した後,遠 心分離によって得た上清に

ついてペニ シリナーゼ活性 を測定 した。 またさらに,

菌 体については,50mMり ん酸緩衝液(pH6.9)に

懸濁 し,超 音波破砕 した後,こ の全液についてペニシ

リナーゼ活性を測定 した。

5.コ アグラーゼ型別

コアグラーゼ型別用血清(デ ンカ生研)を 用いて行

なった。

6.殺 菌濃度の測定

衛生検査指針の石炭酸係数測定法L4)を省 力化するた

め96穴 マイクロプレー トおよび10μ1の 滅菌プラスチ

ックエーゼ(Nunc.,デ ンマー ク)を 使用 したMTP

法15)で各 薬剤の殺菌濃度を測定 した。すなわち,薬 剤
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の滅 菌精製水希釈系列 を調製 し,そ の250μ1を マ イ

クロプレー トの各ウエル(350μ1容 量)に 分注し,そ

の中に ミュー ラー ヒン トン液体培地(Difc{,)中,35

℃,1夜 培 養後,滅 菌'上理 食塩水で希釈 した試験菌液

をStepPer(R)(Tridak、Indican,Inc.,U,S.A)付 き

滅菌注射用 シリジンで10μlず つ接種 して作川液中で

106cfu/mlと した.接 種 後ただちに滅菌 した饗楊枝

でよく混合 し,25℃ で所定時間作用後,プ ラスチック

エー ゼ で10μ1をSCDLP培 地 ダ イゴ(Soybean

-Casein Digest with Lecithin & Polysorbate80 、

日本製薬>3mlに 移 し,35℃,72時 開培養 した、培

養後菌の発育の認められない最小濃度を殺菌濃度 とし

た、

II.実 験 結 果

1.薬 剤 感受性

供試菌株の薬剤感受性,ペ ニシ リナーゼ産生性およ

び コアグラーゼ型別をTable1お よびTable2に 示

した。MRSAで は,培 養温度37℃ でのDMPPCお よ

びCEZのMICは,そ れぞれ12.5～>1,600μg/ml

お よ び12.5～400μg/mlに 分 布 し,MICが100

μg/ml以 上 の耐性株はDMPPCで は72%,CEZで は

76%で あ った。 また,DMPPCのMICが 培養温度に

よって大 きく影響 を受け,低 温側で耐性化 し,30℃ と

40℃ のMICに1,000倍 以 上の差が認められる株 もあ

った。CEZに お いても同様の傾 向が認め られ た.こ

れ に対 し,ABPCとMCIPCのMICはDMPPCや

CEZのMICと の 関連性は認め られず,ABPCで は

25μg/ml以 下 の株 が95%を 占め,100μg/ml以 上 の

高 度耐性 株は3%で あった,ま たMCIPCで は0.2

μg/ml以 下 の高感性株が21%あ り,100μg/ml以 上

の耐性株 は24%で あ った。 さらに,ア ミノ配糖体系

抗生物質の場合,KM,TOBに 対 してはほ とんどの

株 が 耐 性 であ ったが,GMに 対 してはMICO.39

μg/ml以 下 の感性株が24%あ り,β-ラ クタム剤に対

す る感受性 との関連性は認められなかった。

2.ペ ニシリナーゼ産生性 とコアグラーゼ型別

供試MRSA58株 の71%が ペ ニシリナーゼ産生株で

あったが,DMPPC感 受 性 との関連性は認め られ な

かった。一方,MSSAの 場 合はペニ ンリナーゼ産生

株 は53%で あ り,MRSAよ り も若干低い傾向が認め

られた。 また,ABPC感 受性 とペニ シ1)ナ ーゼ産生

性 とは関連する傾向は認め られたが,β-ラ クタム剤

感受性 とGM感 受性 との間に関連性は認め られなか

っ た。 次 に コア グラー ゼ型は,MRSAで はII型 が

64%と 最 も多 く,こ れに対 し,MSSAで は 各型に分

布 した。 しか し,コ アグラーゼ型 と薬剤感受性 との間

に関連性 は認め られなかった、

3.殺 菌消毒剤の殺菌濃度

MTP法 に より25℃,30秒 な らびに10分 間作用の

殺 菌濃度 を調べ,そ れ ぞれの葭株についてDMPPC

のMICに 対 して殺菌消毒剤の殺菌濃度をプロットし

た(Figs.1～5).二 れ らの結果か らみると,殺 菌消

1膀ljの効 力は菌桝のDMPPCに 対 す る耐性度とは関

係のないことが認められた.す なわちBACの 殺菌濃

度は,供 試75株 に つい て水中LO6cfu/ml、30秒 作用

の とき0,01～>0.5%,10分 作 用の と き74株 は

く0.05%で 殺 菌されたが,3株 は02%を 要 した。そ

の3株 のDMPPCのMICは25、400お よび800μg/

mlて,MICl,600μg/mｌ 以 上の株はいずれもBAC

<0-05%で 殺 菌 され,DMPPCに 冠 する感受性とは

関係がなか った.次 にCHGの 殺菌濃度は,い ずれの

歯株に対 して も30秒 作用 では>0.5%,10分 作用で

は0。005～0,5%で あ った。PDIは,30秒 作 用では

OT～>10%,10分 作 用 では すべ ての供試菌株を

く1%で 殺菌 した 、市販品に添加 されたアルカリ緩衝剤

で希釈 したGTAの 殺菌濃度は,30秒 作 用では0。01

～2% 、10分 作 用 で は0.01～OT%で あ った。

EtOHで は,30秒 作 用 で は71株 が80%,6株 が

>80%を 要 したが,10分 作 用すると20～80%で すべて

の供試菌が殺菌 された.こ れ ら調査した5種 の殺菌消

毒剤の殺菌効 力は,DMPPCに 対 する感受性の低い

株に対 しても強い場合,ま た逆に感受性が高い株に対

しても弱い場合が認められた.一 方,こ れら殺菌消毒

剤の殺菌濃度 を供試菌株の コア グラーゼ型別に対して

プロ ッ トしたが(Figs.6～10),こ の間にも関係は

見出されなかった.

4.殺 菌効力の増強

前項でBACの 殺菌濃度が,30秒 作用で0.1%以 上

を要 し,抵 抗性 を示 した11株 について,そ れぞれ単

独 で は 殺 菌 作 用 の 認 め られ な い濃 度の0.01%,

0.05%Na2CO3な らび に10%。20%EtOHを 併用し

たときのBACの 殺菌濃度を測定 した。それぞれの菌

株毎に,精 製水 中の殺菌濃度に対 してNa2CO3を 併用

した ときの殺菌濃度 をプロッ トしたFig.11か ら,精

製水中30秒 作用でBACO.5%を 要 したいずれの菌株

も0.01%Na2CO3を 併 用 す るこ とに よって,BAC

O.005%以 下 で殺菌 され ることが認められた。一方,

EtOHは,30秒 作 用にお いて,10%で は併用効果が

弱かったが,20%に な るとBACO.05%以 下で殺菌作

用が認め られた(Fig.12)。

In.考 察

MRSAが 臨 床分離黄色ブ ドウ球菌の10%以 上にな
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(A)

(B)

Fig. 1. Correlation between minimum lethal
concentrations of benzalkonium chloride and
MIC of methicillin to Staphylococcus aureus

The minimum lethal concentrations were
determind after 30 sec (A) or 10min (B)
contact with the antiseptic or the disinfectant
at 25t in deionized water.
Symbols:◇,MSSA;◆,MRSA;*,the

concentration commonly used

(A)

(B)

Fig.2. Correlation between minimum lethal
concentration of chlorhexidine gluconate and
MIC of methicillin to Stapylococcus aureus

See the footnote to Fig. 1.

(A)

(B)

Fig. 3. Correlation between minimum lethal
concentration ofpovidone-iodine and MIC of
methicillin to Staphylococcus aureus

See the footnote to Fig. I.

(A)

(B)

Fig. 4. Correlation between minimum lethal
concentration of glutaraldehyde and MIC of
methicillin to Staphylococcus aureus

See the footnote to Fig. 1.

るとその対策が容易でなくなる16)といわれている。医

師,看 護婦の鼻咽頭粘膜や手指か らMRSAが 検 出さ

れてお り,医 療従事者の汚染防止の意識の向上によ

り,手 指消毒,手 洗いの励行 ならびに汚染環境,機
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(A)

(B)

Fig. 5. Correlation between minimum lethal
concentration of ethanol and MIC of
methicillin to Staphylococcus aureus

See the footnote to Fig. 1.

Fig. 6. Correlation between minimum lethal

concentration of benzalkonium chloride and

coagulase type of Staphylococcus aureus

The lethal concentrations were determined

after 10  min contact with the antiseptic or the

disinfectant at 25•Ž in deionized water.

Symbols:◇,MSSA;◆,MRSA.

器,器 材の殺菌が厳重に行なわれると伝播を少 なくす

ることができる。MRSAに 対す る殺菌消毒法の指標

が示 されると,実 際面での対応が容易になるが,そ の

ためには現在使用 されている殺菌消毒剤のMRSAに

対 す る 殺 菌 効 力 を 調査 す る必 要 が あ る。最 近,

MRSAに 対 す る殺菌消毒剤の効果について報告 され

るようにな り,MRSAの 中 に4級 アンモニウム塩耐

性プラスミドを有する株8～11)が認め られたが,そ の耐

性度 はいずれ も最小発育 阻止濃度(MIC>で み て,

感性株の2～4倍 程度の差である。 しか し,殺 菌消・毒

Fig. 7. Correlation between minimum lethal
concentration of  chlorhexidine gluconate and
coagulase type of Staphylococcus aureus

See the footnote to Fig. 6.

Fig. 8. Correlation between minimum lethal
concentration of povidone— iodine and coagu.
lase type of Staphylococcus aureus

The lethal concentrations were determined
after 10 min contact with the antiseptic or the
disinfectant at 25t in deionized water.
Symbols=◇,MSSA;◆,MRSんAsmaH

square and a large square shows one strain

and ten strains, respectively.

Fig. 9. Correlation between minimum lethal
concentration of glutaraldehyde and  coagulase
type of Staphylococcus aureus

See the footnote to Fig. 8.

剤の殺菌濃度 を多数め臨床分離MRSAに つ いて調査

した報告はみ られない。

1987～1988年 度 に分離 されたMRSA58株 はセブ
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Fig.10. Correlation between minimum lethal
concentration of ethanol and coagulase type
of Staphylococcus aureus

See the footnote to Fig.8.

あム剤のCEZ,ア ミノ配糖体のKM,TOBに 対 して

もほとんどの株が耐性 を示 し,コ ア グラーゼII型 が半

数以上を占め,最 近の型別分布の頻度2)を反映 してい

た。それぞれの菌株についてペニシリナーゼ産生性な

らびにコア グラーゼ型をしらべたが,β-ラ クタム剤

感受性 との間に関連性は認め られなかった。 これ ら

MRSAな ちびにMSSA75株 に 対す る5種 の殺菌消

毒剤の殺菌濃度は,抗 菌剤に対す る感受性 とはまった

く関係な く,特 にMRSAが 殺菌消毒剤に対 して抵抗

性を示す ということはなかった。横田6),小 林16)ら も

MRSAの 殺菌消毒 には通常の殺菌消毒剤の使用法 を

守ることによって殺菌消毒が可能 と述べている。

殺菌消毒剤の殺菌効果は作用濃度 と作用時間の関係

が重要であるが,供 試 した5種 の殺菌消毒剤の常用濃

度からみ ると,30秒 お よび10分 作用でそれぞれの生

残率は,BAC(0.1%)で は35%, 4%, CHG(0.2

%)で は100%, 25%, GTA(0.5%)で は3%,0,

PDI(10%)で は15%, 0,EtOH(約80%)で は8

%,0で あ った。GTAPDIの10分 作 用 では,そ

れぞれ0.1%, 1%で もすべ て死滅 したが,EtOHの

場合は10分 作用 も30秒 作 用 と同濃度の80%を 要 し

た。実際の使用濃度での殺菌速度か らみると器具用の

GTAを 除 くとEtOHが 最 も早 く,つ いで高濃度

(10%)で 使 用できるPDIで あ り,局 所用の薬剤が早

かった。一方,手 洗い用な どに使用す るBAC,CHG

を比較すると殺菌速度に著 しい差がみ られ,BACは

30秒 作用でも有効な菌株が多かったが,CHGは 短時

間作用ではほ とんど殺菌効果 を期待す ることができな

かった。一般に,殺 菌消毒剤はグラム陰性菌に対する

よりもグラム陽性菌に対 して作用時間が遅 い15)傾向 が

認められてお り,今 回調査 したMRSAに つ いて も殺

菌消毒の作用時間 を重要視 しなければな らない。 ま

た,殺 菌消毒剤に対する抵抗性菌の存在が知 られてい

Fig.11. Effect of sodium carbonate to lethal

activity of benzalkonium chrolide

The minimum lethal concentrations(MLCs)

were determined after 30 sec(•›,•œ) or 10

min(•¢,•£) contact with the benzalkonium

cloride (BAC) solution at 25t. The concent-

ration of sodium carbonate added to ben-

zalkonium chloride solution was 0.01%(•œ,

•£)or 0.05% (•›,•¢).

Fig.12. Effect of ethanol to lethal activity of

benzalkonium chrolide

The minimum lethal concentrations(MLCs)

were determined after 30 sec(•›,•œ)or 10

min(•¢,•£) contact with the benzalkonium

cloride(BAC) solution at 25t. The con-

centration of ethanol added to benzalkonium

chloride solution was 10%(•œ,•£) or 20%

(•›,•¢).

るが,そ の ほ とん どが グラム陰 性菌 で ある17～20)。

我 々は グラム陰性菌が精製水中の ような貧栄養培地中

でBACな らびにCHGに 対 して抵抗性 を獲得す る21)

こ とを報告 した。一方,グ ラム陽性菌は精製水中では

生存を続けることができず,試 験管内で抵抗性菌 を得

ることができなか ったが,こ のことが 自然界でも抵抗

性菌の報告が少ないことと関連す ると考えられる。 グ

ラム陰性菌ではプラス ミドの関連についてはいまだ示
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されておらず20),グ ラム陽性菌 とグラム陰性菌で4級

ア ンモニウム塩耐性機構が興なることも考えられ る。

一方
,4級 ア ンモニ ウム塩耐性プラス ミドを有す る

MRSAの 耐 性 度は,BACのMICで み て10μg/ml

程 度 で あ り10),BACの 常 用 濃 度0.1%(1,000

μg/ml)か らは特 に実用上耐性菌 として問題にならな

いのではないかと考 えられる。

BACは 毒性 が弱 く,無 色,無 奥で使用 しやすい殺

菌消毒剤 であ るが,そ の殺菌効 力を高め る方法 とし

て,ア ルカ リ性溶液,ま たはアルコール添加が有効鋤

であった。MRSAの うちBACに 抵 抗性の高い菌株

に対 しても0.01% Na2CO3あ るいは20% EtOHを 併

用す ると常用濃度以下のBACの 短 時間作用で殺菌効

果 が得 られ,MRSAの 感 染防止のために有効に作用

するもの と考 えられる。

これ らの結果か ら,MRSAの 殺 菌消毒は通常のS.

aureusの 殺 菌消毒 と同様にそれぞれの殺菌消毒剤の

作用特性に応 じた使用方法22)で殺菌可能であることが

認め られた。例 として,皮 膚面などの局所には消毒用

アルコール,ポ ビ ドンヨー ドの塗布,手 洗いのために

は20%エ タ ノール を添加 した0.1%塩 化 ベ ンザル コ

ニウム溶液約5mlを 手 の掌にとって30秒 以上揉み洗

い し水 洗 す る方 法,環 境 や 器 具 な どは0.01%

Na2CO3を 添加 した0.5%塩 化 ベ ンザル コニウム液ま

たは0.5%グ ル タルアルデヒ ド緩衝剤溶液に1時 間程

度接触させ るなどの方法があげ られる。
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BACTERICIDAL ACTIVITY OF ANTISEPTICS AND DISINFECTANTS

AGAINST METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS A UREUS

A KIRA SUGIURA, K AZUYO NAKAMURA, KUMIKO JONO and EIJI H IGASHIDE

Takeda Analytical Research Laboratories Ltd., 17-85, Jusohonmachi, 2-chome,
Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan

We determined the susceptibility to antibiotics, producibility of penicillinase and coagulase

typing of 75 strains of Staphylococcus aureus isolated during 1987 to 1988. Among the 75 strains, 58

were methicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)and 17 were methicillin - sensitive

Staphylococcus aureus(MSSA). The effective concentration of antiseptics or disinfectants

commonly used in hospitals against these strains was evaluated.

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of methicillin(DMPPC) to MRSA were

influenced by incubation temperature. The ratios of the resistant strains to which the MICs of

DMPPC and cefazolin were more than 100 ƒÊ/ml at 37•Ž were 72% and 76%,respectively. The

distribution of coagulase type of the MRSA was similar to recent investigations; the percentages

of coagulase type II and IV strains were 64% and 9%.

No relationship between the lethal activity of benzalkonium chloride, chlorhexidine gluconate,

povidone-iodine, glutaraldehyde and ethanol to the strains used and the susceptibility to DMPPC

or coagulase type was observed. Staphylococcus aureus, even MRSA, can be killed by the

antiseptics and the disinfectants mentioned above when they are used properly. Benzalkonium

chloride, in combination with 0.01% sodium carbonate or 20% ethanol, showed synergy for all

strains used; the lethal concentration of benzalkonium chloride, at a contact time of 30 sec, was

less than 50ƒÊg/ml or 500ƒÊg/ml, respectively. Hence these combinations were effective for

disinfection or sterilization to prevent nosocomial infection by MRSA.


