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グ リコペプタイ ド系抗生物質vancomycinの 抗菌 スペ ク トル,臨 床分離株(13菌 種,802

株)に 対するMIC,メ チ シリン耐性黄色 ブ ドウ球菌 に対 するMBCと 生菌数におよぼす影響

等を測定 し,対 照薬(amoxicillin, cefazolin, flomoxef, imipenem, minocyclineお よび

ofioxacin)と 比 較 した。 その結果,本 剤 はグラム陽性細菌にのみ有効で広範囲なグラム陽性

細菌(ブ ドウ球菌,連 鎖球菌,腸 球菌およびグラム陽性 の嫌気性菌等)の 臨床分離株 に0.05

～12 .5μg/m1のMICを 示 し,幾 何平均MIC値 は,0.17～1.55μg/ml,MICg。 値 は,0.39～

3.13μg/m1を 与 え,総 じて優れたin vitro抗 菌 力を示 した。特にメチシ リン耐性黄色ブ ドウ

球菌を始 めとする各種の薬剤耐性株 に強い抗菌力 を維持 してお り,そ の上メチシリン耐性黄色

ブ ドウ球菌 にMIC値 に近似 したMBC値 を保 ち,殺 菌速度 は遅いがflomoxefやimipenem

よ り明 らかに強い殺菌力 を示 し,耐 性 化 しに くい ことも判明 した。欧米で問題化 してい る

Plasmidが 介在す る本剤への高度耐性化の兆 しは我が国ではまだ認め られな く,腸 球菌の一部

でMICが6.25～12.5μg/m1程 度 の低度耐性株が少数検出されるに留 まっていた。

Key words: vancomycin, flomoxef, imipenem, minocycline , ofloxacin

Vancomycin(VCM)は 米国Eli Lilly社 が開発 したグ

リコペプチ ド系抗生物質でその構造はFig.1に 示 す通 り

である1～3)。本剤はすでに1958年 よ り米国で臨床に使用さ

れているが,特 異な作用機作でグラム陽性細菌の細胞壁合

成を阻害する4～8)ため,methicillin耐 性 黄色 ブ ドウ球菌

(MRSA)を 始め種々の薬剤耐性グラム陽性細菌に今なお

有効なことから最近,再 び注目されている。我々は本邦の

臨床検査材料から分離された各種細菌に本剤がどのような

抗菌力を発揮するのかを主要抗菌剤を対照薬 として比較し

た。

1.材 料および方法

1.使 用薬剤

塩酸バンコマイシン(VCM,Eli Lilly),amoxi-

cillin(AMPC,藤 沢 薬 品),cefazolin(CEZ,藤 沢

薬品),nomoxef(FMOX,塩 野 義 製薬>imipenem

(IPM,万 有 製 薬),onoxacin(OFLX,第 一 製薬),

minocycline(MINO,武 田薬品工業)な どを使用 し

た。

2.抗 菌力測定法

MICは 日本化学療法学会 の定 めた最小発育阻止濃

度測定法9,10)に準 じて行 った。

増菌用培地 としては主 にMueller-Hinton broth

(MHB,Difco)を 用 い た がStnPtocmus属 とEn-

terococcus属 の菌株 には非働 化 した馬血清 を5%.(容

積/容 積)添 加 したMHBを 用 いた。また,嫌 気性

菌にはGAMbroth(日 水)を 用いた。

感受性測定用培地 としては大部分Mueller-Hinton

agar(MHA,Difco)を 用 い た が,Sた2助ylococcus

属 の場合 には塩化 ナ トリウム を0.5%(重 量/容 積)

Fig. 1. Chemical structure of vancomycin.
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添 加 したMAHを,Streptococcus属 とEnterocoo6us

属 の菌株の場合 には非働化 した馬血清 を5%(容 積/

容積)を 添加 したMHAを 用 いた。

また,嫌 気 性 菌 に はGAM agar(日 水)を 用 い

た。

接種菌液 は増菌用培地で37℃,18～20時 間培養 し

た菌液を同培地でそれぞれ約10SCFU/m1に な るよう

に希釈 して調整 した。

この菌液1白 金耳量(約1μ1)を 菌接種装置で感受

性測定用培地の寒天平板上 に点滴塗末 し,好 気性薗 は

37℃ で18～20時 間培養後.嫌 気性菌 は嫌気培 養装置

(N2:CO3:O2=8:1:1)で37℃.24時 間 培養後,そ れ

ぞれMICを 判 定 した。

3.被 検黄色ブ ドウ球菌

黄色 ブ ドウ球菌の臨床 分離株 はFMOXのMICが

0.78μg/m1以 下 の株 をメチシリン感受性黄色 ブ ドウ

球菌(MSSA),同MICが1.56μg/m1以 上 の株 をメ

チシリン耐性黄色 ブ ドウ球菌(MRSA)11),OFLXの

MICが12.5μg/ml以 上 のMRSAを オ フロキサシン

耐性MRSA(OFLXr-MRSA)と 区 分 して感受性 を

調べた。

4.生 菌数変化の測定法

MHBで 調 整 した対数増殖期のStaphylococcus aur-

eus SR 3626株 菌 液(7.5×105CFU/ml)に2倍 系列

希釈濃度 の被験薬剤を作用 させ37℃ で静置培養 しな

がら経時的にその一部 を採取 して生菌数 を測定した。

5.最 小殺菌濃度(MBC)の 測 定法

臨床材料 よ り分離 したFMOXのMICが12.5μg/

ml以 上 のMRSA20株 を被検菌 とした。

小試験管(15mm×105mm)の 中 で,2倍 系 列 希

釈濃度の被検薬剤 を含むMHB(Difco)に 対 数増殖

期 の被検菌(同 培地)を 最終1.0～3.4×106CFU/m1

とな るように加 えて37℃ で培養 した。6お よび24時

間 後に各試験管 より培養液 を10μ1つ っ採取 してシャ

ー レの 中で10mlのTrypto-soyagar(栄 研)と 混

釈,37℃ で24時 間培養後に認め られたコロニー数 を

計測 して生菌数 を算出 し,殺 菌率が99.9%以 下 にな

る最小薬剤濃度 を求 めMBCと した。 また,24時 間

後の生育状況を観察 し生育 を抑制する最小薬剤濃度 を

求め(broth)MICと した。

6.抗 菌 力におよぼす諸因子の影響

各種のグラム陽性菌 を被検菌 として抗菌力におよぼ

す培地,培 地pH,接 種 菌量および馬血清添加の影響

を寒天平板希釈法により測定 した。

培地の影響 は,Sensitivity Test agar(STA,日

水),MHA (Difco),MHA(栄 研),Heart Infu-

sion agar(HIA.日 水),Tryptic Soy agar (TSA,

Difco)に つ いて胴べた.

培 地pHの 影 響 は.MHA(Difco)培 地 のpHを

それぞれ,5,597,0お よ び8.5に な るように調整し,

接租 菌量の影響 は,105,106.107.お よ び106CFU/

m1の 菌 液1白 金 耳 をMHA(Difco)に 接 種 し,ま

た,馬 血清の影響 は非働 化馬血清を20%(容 積/容

積),あ る い は50%(同)をMHA(Difco)に 添加

して調べた。

7.試 験管内耐性獲得試験法

MRSAで あ るSR3626株 を被 検 菌 と し,培 地は

MHB(Difco)を 用 い継代培 養によ り耐性獲得状況

を調べた。継代 は薬剤無添加の場合 とほぼ同じ発育を

示 す濃度の薬剤を含 むMHB培 養液 を接種菌量が約

106CFU/m1に な るように,上 述 の培養液と同一の濃

度 およびそれ より高濃度の薬 剤を含 むMHBへ 移 植

して37℃ で24時 間 培 養 し,こ れ を18回 繰 り返 し

た。

II.突 験 成 績

1.抗 菌 スペ ク トル

本剤 は各種 の好 気性 グ ラム陽性細菌 の標準株に

0.20～1.56μ9/m1のMICを 示 し,特 にMRSA,各

種 のコアグラーゼ陰性 ブ ドウ球菌,連 鎖球菌,お よび

腸球 菌 に も優 れ た抗 菌力 を示 した。連鎖球菌には

OFLXよ り強い抗菌力 を示 した(Table1)。

嫌気性のグラム陽性細菌に も0.20～L56μg1m1の

比較的低いMICを 示 し,Clostridium difficileには,

FMOX,IPM,OFLXな どよ り強い抗菌力を示 した

(Table2)。 しか し,好 気性,嫌 気性 を問わずダラム

陰 性 細 菌 に は抗 菌 力 を ほ とん ど示 さな か っ た

(Tables1,2)。

2.臨 床 分離株に対する抗菌力

当研究所で保有する1978年 よ り1988年 の間に本邦

各地で分離 され た各種グラム陽性臨床分離株(13菌

種,669株)に 対 して本剤のMICを 寒 天平板希釈法

で測定 した結 果,本 剤のMICは0.05～6.25μg/m1

に 分 布 し,幾 何平 均MIC値 は菌種 毎 に0.17～L55

μg/m1,MICgoは0.39～3.13μg/ml(Table3)で,

調 べたすべ ての株の生育 を6.25μg/m1で 阻止 した。

即 ち,本 剤 はMSSAに 対 して は対 照薬 より弱いが

MRSAに 対 してMSSAに 対 すると同程度の抗菌力を

保ち,IPM,FMOX,お よびCEZよ り強い抗菌力を

示 した。その上,最 近増加 の傾 向にあるOFLX耐 性

のMRSAに も 強 い抗 菌 力 を保 ち,IPM,FMOX,

CEZ,お よびOFLXな どよ り明 らかに強い抗菌力 を

示 した。
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Table 1, Comparative antibacterial spectra of vancomycin and reference antibacterial agents

against aerobic bacteria

MICs were measured by the agar dilution method using Mueller-Hinton agar (Difco). Inoculum size: one loopful

of bacterial suspension containing 106 CFU/ml.

Methicillin-resistant strain.

VCM, vancomycin; CEZ, cefazolin; FMOX, flomoxef; IPM, imipenem; OFLX, ofloxacin.

同様なことはコアグラーゼ陰性 ブ ドウ球菌に対 して

も認 められ,Staphylococms haemolyti6usやStaphy-

Jococms epidemidisのIPM耐 性 株,FMOX耐 性 株

お よびCEZ耐 性 株 に対 して も強 い抗 菌力 を示 した

(Table3)。

また,各 種連鎖 球菌 には幾何平 均MICが0.17～

0.56μg/ml,MICgoが,0.39～0.78μg/mlとOFLX

やMINOよ り強い抗菌力 を示 し(Table4),こ れ ら

のOFLX耐 性 株,MINO耐 性 株,お よびAMPC耐

性株等に対 して も感性株 に対す る場合 と変わ らぬ強い

抗菌力を維持 していた。

調べ た3菌 種 の腸球菌 に対 して本剤 は,幾 何平均
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Table 2. Comparative antibacterial spectra of vancomycin and reference antibacterial agents

against anaerobic bacteria

MICs were measured by the agar dilution method using GAM agar (Nissui). Inoculum size: one

loopful of bacterial suspension containing 106 CFU/ml.

VCM, vancomycin;CEZ, cefazolin; FMOX, flomoxef; IPM, imipenem; OFLX, ofloxacin.

MICが0.62～1.08μg/ml,MIC90が0.78～3.13

μg/mlとFMOX,IPM,MINOお よ びOFLXな ど

よ り強い抗菌力を示 し(Table5),こ れ らのIPM耐

性株,AMPC耐 性 株,MINO耐 性 株,お よびOFLX

耐性 株等に対 して も,感 性株に対する抗菌力 と同等の

強い抗菌力を示 した。 これ らの菌種 では最近欧米で,

plasmidの 介 在 した本剤に対する高度耐性株が出現 し

ている12～21)ので本邦 における腸球菌 のVCM感 受 性

をさらに詳 し く調べ るため,1989年7月 か ら10月 の

間に東京総合臨床検査セ ンターで分離された比較的新

しい腸球菌臨床分離株について改 めて本剤のMICを

対 照薬 と比較 した ところTable6に 明 らかなように,

Enterococcus faecalisに 対 す るMICは0.78～3.14

μg/mlに 分 布 し,幾 何 平均MICは1.56μg/mlで 調

べたすべ ての株がAMPCやIPMと 同 様本剤 に感受

性 を示した。 これに対 して,Enterococcus faeciumの

場 合には,OFLX,MINO,AMPCお よびIPMな ど

に調べた株 の,そ れ ぞれ,48,79,81,お よび83%

がMICが12.5μg/ml以 上 の耐性 を示 し,本 剤に対

して は,MICが6.25～12.5μg/mlの 低 度 耐性株が

43株 中3株(7%)認 め られた(Table6)。

Enterococcus aviumは わ ずか13株 しか調べ られな

かったが,こ の中 にAMPCと,IPMにMICが12.5

μg/ml以 上 の耐性 を示す株 が,そ れぞれ,11株 と7

株 み られた のに対 し,本 剤 に対 して はすべ て1.56

μg/ml以 下 のMICを 与 え感 受 性 で あ った(Table

6)。

嫌気性菌のCdifficileに 対 する本剤のMICは0.39

～1 .56μg/mlに 分 布 し,幾 何 平均MICは0.77μg/

ml,MIC90は0.78μg/mlでFMOX,IPM,OFLX

な ど より明らかに強い抗菌力を示した(Table5)。

本剤 の抗菌力をFMOXお よ びIPMと 比較 すると,
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Table 3. Comparative antibacterial activity of vancomycin and reference agents against

clinical isolates of bacteria (I)

MICs were determined by the agar dilution method using Mueller-Hinton agar (Difco)

(inoculum size: one loopful of bacterial suspension containing 10e CFU/m1).

MSSA: methicillin-susceptible S. aureus.

MRSA: methicillin-resistant S. aureus.

OFLXr-MRSA: ofloxacin-resistant MRSA.

mean: geometrical mean MIC.
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Table 4, Comparative antibacterial activity of vancomycin and reference agents against

clinical isolates of bacteria (II)

MICs were determined by the agar dilution method using Mueller-Hinton agar (Difco)

(inoculum size: one loopful of bacterial suspension containing 106 CFU/ml).

mean: geometrical mean MIC.

Table 3に 明 ら か な よ う にOFLX耐 性 を 含 む

MRSA,各 種 腸球菌お よび嫌気性菌Cdifficile等 に

対 してFMOXやIPMよ り優 れていた。連鎖球菌 お

よび コアグラーゼ陰性 ブ ドウ球菌 にはIPMよ り劣 っ

ていた。

3.抗 菌力におよぼす諸因子の影響

各種のグラム陽性細菌に対する本剤の抗菌力におよ

ぼす培地,培 地pH,接 種菌量および馬血清添加の影

響を調べた成績は以下のとおりである。

a.培 地の影響

本剤のMICを5種 類の異なる寒天培地を使用して

寒天平板希釈法により測定した。Table 7に 示したよ

うに,各 被検菌に対するMICは いずれの培地におい

ても2倍 以内に収まり,培 地による本剤の抗菌力への
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Table5.Comparative antibacteriaI activity of vancomycin and reference agent aagainst

chnical isolates of bacteria (III)

MICs were determined by the agar dilution method using Mueller-Hinton agar (Difco) for

enterococci and GAM agar (Nissui) for C. difficile . Inoculum size: one loopful of bacterial

suspension containing 106 CFU/ml.

mean: geometrical mean MIC.

影響 はほとん どないと考 えられた。

b。 培地pHの 影 響

pHを5.5,7.0お よ び8.5に そ れ ぞ れ修 正 した

MHAを 用 いて本剤のMICを 測 定 した結果,菌 株に

よっては酸性側 に比べ てアルカリ側で本剤のMICが

かな り増大する場合 もみられたが,多 くの場合著 しい

影響は受けなか った(Table7)。

c.接 種菌量の影響

接種菌量 を105CFU/miの 菌 液1白 金耳量か ら108

CFU/mlの 菌液1白 金耳量 に増や して も本剤のMIC

の変 動 は4倍 以 内で影響 を受 けに くかった(Tabie

8)。

d.馬 血 清添加の影響

MHAに 馬 血 清 を20%(容 積/容 積)あ るい は

50%(同)添 加 して も本剤 のMICは2～4倍 程 度 の

変動で収 まった(Table8)。

以 上 の成績 か ら本剤 の抗菌力 は,培 地,培 地pH,

接種 菌量および馬血清添加等の影響を受けに くいこと

が明らかとなった。

4.殺 菌作用

多 くの β-ラ クタム剤に高度の耐 性を示すS.aureus

SR3626株(MRSA)にVCMを 作 用 させ,生 菌 数

におよぼす影響 をFMOXやIPMと 比 べ た とこ ろ,

VCMは 殺 菌速度 は遅 いがFMOXやIPMよ り明 ら

かに優れた殺菌力 を示 した(Fig.2)。

臨 床検査材料 か ら分離 されたFMOXやIPMに 高
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Table 6, Susceptibility of recent clinical isolates of enterococci to vancomycin and reference antibacterial agents

MICs were measured by the agar dilution method using Mueller-Hinton agar (Difco). Inoculum size: one loopful

of bacterial suspension containing 10' CFU/ml.

Table 7. Effect of assay medium and medium pH on the antibacterial activity of vancomycin using the agar

dilution method

MHA-D: Mueller-Hinton agar (Difco).

MHA-E: Mueller-Hinton agar (Eiken).

STA: Sensitivity Test agar (Nissui).

HIA: Heart Infusion agar (Difco).

TSA: Tryptic Soy agar (Difco).

MICs were measured by the agar dilution method (inoculum size: one loopful of bacterial suspension containing

106 CFU/ml).

度 耐性 を示 すMRSA(20株)対 す るVCMのMBC

(24時 間 作用時)の 分布 はL56～6.25μg/mlで 同剤

のMIC値 と近似 して いた。 また,VCMのMBC値

はFMOXやIPMのMBC値 よ り著 し く低 く,分 布

範囲も狭かった(Fig.3)。

24時 間 作用 させ た時 の幾何 平均MBC値 は1.99

μg/mｌ と幾何平均MIC値(1.73μg/ml)と 接 近 して

お りFMOXやIPMの 幾 何 平 均MBC値(FMOX
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Table 8. Effect of inoculum size and horse serum on the antibacterial activity of vancomycin

MICs were measured by the agar dilution method using Mueller—Hinton agar (Difco).

*Volume per volume %.

Vancomycin Flomoxef Imipenem

Fig. 2. Comparative bactericidal activity of vancomycin,
flomoxef and imipenem against methicillin-resistant Sta-

phylococcus aureus strain SR 3626.
The figures represent final concentrations (jig/m1) of the
antibiotics added.

>200μg/m1,IPM123μg/m1)よ りかな り小 さ く優

れた殺菌力 を有 していることが明 らかとなった。 しか

し,作 用6時 間で のMBC値 は いずれ も100μg/ml

以上 であった ことから,本 剤の殺菌速度 は遅 いことも

判明 した(Fig.3)。Fig.2の 生 菌数の経時変化 もこ

れを支持 していた。

5.試 験管内耐性獲得

MRSAで あ るSR3626株 を18代 に わた って薬剤

増量継代培養 を行 ったが耐性度 は8倍 の上昇 に留 ま

り,本MRSAは 本 剤に耐性化 しに くい傾向にあ るこ

とが判明 した(Fig.4)。

III。 考 察

本邦の広範囲のグラム陽性細菌の臨床分離株 に対 し

て,VCMは 幾 何 平 均MICが0.17～1.55μg/ml,

MIC90が0.39～3.13μg/mlと 強 い抗菌力 を示 した。

特に種々の抗菌剤に耐性化 した臨床分離株 に有効で,

本剤 は黄色 ブ ドウ球菌や コアグラーゼ陰性 のブ ドウ球

菌の種々の薬剤 に対する耐性株 に対 して感性株 と変わ

らぬ強い抗菌力 を示 した。 そして,本 剤はMRSAに

FMOXやIPMよ り明 らかに強 い殺菌力 を示 した。

その上,MRSA株 は本剤に耐性化 しに くい傾 向を示

した。

これ らの結果 は,各 種耐性 ブ ドウ球菌 による感染

症,た とえば,敗 血症,心 内膜炎,骨 髄炎,関 節炎,

熱傷・手術創 などの表在性二次感染,肺 炎,肺 化膿症,

膿 胸,腹 膜炎,お よび髄膜炎などの治療 に有効である

可能性 を示唆 しているように思われる。

さらに,本 剤 は各種の連鎖球菌および腸球菌にも強
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Medium: Mueller-Hinton broth (Difco).

Inoculum size: 1.0-3. 4 x 108 CFU/ml,

Incubation temperature: 37•Ž.

Killing rate: 99.9%.

Fig. 3. MBC against clinical isolates of methicillin-resistant

Staphylococcus aureus (20 strains).

Fig. 4. Development of resistance to vancomycin
by methicillin-resistant Staphylococcus auerus
strain SR 3626.

い抗菌力 を示 し,か つ,こ れ らのIPM-,MINO-,

AMPC一 お よびOFLX一 耐性株にそれぞれ有効であっ

た。

最近欧米では腸球菌 の中にplasmidに よって仲 介

され るVCM高 度 耐性株が出現 して いる12～21)が,本

邦においてはまだこの兆候 はみ られな く,Efaecium

とEaviumにMICが6.25～12.5μg/ml程 度 の

VCM低 度耐性株が少数 みられただけであった。

本 剤 は嫌 気 性 グ ラム 陽性 細 菌 に も有 効 で,C

difficileの臨 床分 離株 に対 してFMox, IPM,お よ

びOFLX等 よ り強い抗菌力を示 した。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF VANCOMYCIN

Hiroshi Nagata, Isao Higashiyama, Rie Kondoh

and Yoshihide Komatsu

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.,

Fukushima-ku, Osaka 553, Japan

The in vitro activity of the glycopeptide antibiotic vancomycin was determined against 802 clinical

isolates of aerobic and anaerobic gram-positive bacteria , including strains highly resistant to many

of the antibacterial agents currently available. Vancomycin was highly active against resistant

strains of staphylococci, streptococci , and enterococci, which produce severe infections, and had a

very narrow range of inhibitory values for most species. All Staphylococcus aureus resistant to

cefazolin, flomoxef, imipenem, minocycline and/or ofloxacin were inhibited by 1.56 ƒÊg/ml of

vancomycin. It was also active against coagulase-negative staphylococci resistant to the above

antibacterial agents. It strongly inhibited minocycline-resistant strains of various streptococci and

enterococci, and imipenem-, amoxicillin- and/or ofloxacin-resistant strains of enterococci. The

antibacterial activity of vancomycin was not significantly affected by assay-media, medium pH,

inoculum size or the addition of horse serum. The bactericidal activity of vancomycin against

cephem-resistant strains of S. aureus was much greater than that of imipenem or flomoxef. Labora-

tory-induced resistance of S. aureus SR 3626, an MRSA, occurred in a very slow, stepwise fashion.


