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MRSAと 緑 膿 菌 の混 合 感 染 に お け るvancomycin(VCM)とceftazidime(CAZ)の 併 用

治療効 果 をin vftroお よびin vivoの 両 面か ら検討 した。In vitroで はchecker board法 に よ

りFICindexを 求 め た。 そ の結果,両 剤 の併 用 で は拮 抗作 用 は認 め られ ず,い ず れ の場 合 に

も相加 効果 が認 め られた。In vivoで は腹腔 内感 染 マ ウスに対 す る治療 効果 を検 討 した。全 マ

ウスが 死亡 す る量 のMRSAと 少 量 の緑 膿 菌 を混 合感 染 させ,VCM単 独 で治 療 し た場 合 に

MRSAか ら緑膿 菌 への菌 交代 現 象 が観 察 され た。 この菌 交代 モ デ ル に対 す る併 用治 療効 果 を

検討 した結果,緑 膿菌NG91003株 で は単独 感染 にお け るCAZのED5。 が0.07mg/mouseで

あっ たの に対 し,混 合感 染 に お い て0.3mg/mouseのVCMと 併 用 した場 合 に そ のED50は

0.02mg/mouselこ 低 下 し た。 緑 膿 菌NG91012株 で は単 独 感 染 に対 す るCAZ単 独 のED50

と,混 合感 染 に対 して 同量 のVCMと 併 用 した 時 のED5。 に ほ とん ど差 はな くそれ ぞ れ0.04

お よび0.05mg/mouseで あ っ た。 また,菌 交 代 モ デ ル にお け る血 中 菌 数 の 推 移 も測定 した

が,VCMあ るい はCAZの 単独 治療 で は それ ぞれ緑 膿菌 ある い はMRSAの 増 殖 が確 認 され,

両剤 の併 用 で はMRSAお よび緑 膿菌 ともに減 少 また は消失 した。 以上 の よ うに,MRSAと

緑膿 菌 の混合感 染 に対 してVCMとCAZの 併 用 はin vitroお よびin vivoに お いて相 加効 果

が 認 め られ,臨 床 で頻繁 に認 め られ る この混 合感染 に対 して有 効 な併 用療 法 の1つ であ る と考

え られ た。
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Methicillin-resistant Staphylococcus aurens(MRSA)

は多剤耐性で院内感染 の重大な起因菌 として注 目されてい

る1艦Vancomycin(VCM)はMRSAに 対する抗菌力が

強く臨床的に も有用である。 しか し,ほ とんどの グラム陰

性菌に対 して抗菌力を示 さないため菌交代症が問題 となっ

ており,特 にMRSAか ら緑膿菌への菌交代症 は臨床 で も

頻繁に認め られている3,。

実験感染モデルにおいて複数菌の混合感染 に対 す る単剤

の治療効果を検討 した報告樹,あ るい は耐性菌の単独感染

に対する多剤併用療法 による報 告6陶8)は多 く見 られ るが,

複数菌の混合感染 に対する複数薬剤 の併用治療 の検討 はい

まだ報告されていない。 そこで,現 在 もっ とも注 目され て

いる感染症 の1つ であるMRSAか ら緑膿菌 への菌交代 に

着目し,複 数菌 の混合感染 に対 する併用治療効果 を検討 し

た。

抗MRSA剤 として はVCMを,抗 緑 膿 菌 剤 と して は

ceftazidime(CAZ)を 選択 しin vitroお よびin vivoの

両面 か ら併 用効 果 を検 討 し臨床応用へ の可能性 を考察 し

た。

1.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

In vitroの 検 討 にお いて は当研 究所 保有 の臨床 分離

MRSA19株 お よび緑膿 菌20株 を使 用 した。MRSA

はoxacillinに 対 す るMICが4μg/ml以 上 で あ る こ

とを基 準 と して 選 択 した。In vivoの 検 討 で はin

vi吻 での検討 に使 用 した株 の うち,MRSAは 任 意 に

選択 して検 討 した5株 の うち もっ と もマ ウス に対 す る

毒性 が強 くか つ再 現 性 の 良 い 致 死 活性 を示 したNG

89003株(LD50=3.1×107CFU/mouse)を,緑 膿 菌

も同様 に検討 した5株 の うちCAZ感 受 性 で かつ マ ウ

ス に 対 す る毒 性 が強 い 株 と してNG91003(LD50=

2.5×104CFU/mouse)お よ びNG91012株(LD50=

7.3×103CFU/mouse)を 用 い た。

な お,in vivoの 検 討 に使 用 したMRSANG89003

*茨城県っくば市和台43番 地
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株 の性状 は コア グ ラー ゼII型,TSST-1産 生,エ ン

テ ロ トキ シンC型 で あ った。

2.使 用薬 剤

Vancomycin(VCM,950μg/mg:塩 野 義 製 薬)お

よびceftazidime(CAZ,850μg/mg:日 本 グラ ク ソ)

を用 いた。

3.使 用動 物

5週 齢 のICR系 雄 性 マ ウス(日 本SLC),平 均 体 置

22.9g(18.8g～31.5)を1群8匹 として 用 い た。 た

だ し血 中菌 数 の推 移 は1群5匹 で検 討 した。

4.MICの 測定

MICはCa2+,Mg2+加Mueller-Hintonbroth

(DIFCO)を 用 い 日本化 学療 法学 会標 準 法9)に 準 じ微

量液体 希釈 法 に よ り測定 した。

5.In vitro併 用効果

Fractional inhibitory concentration (FIC) index

をchecker board法10)に よ り求 め た。 す な わ ち,96

ウェル のマイ クロ プ レー トに単 剤 お よび2剤 併 用 の2

倍希 釈系列 を作製 し,一 夜培 養 した寒天平 板 か ら採取

し た 被 験 菌 を104CFU/wellと な る よ う に 接 種 し,

35℃ で18時 間 培養 した。各 薬 剤単 独 と2剤 併 用 した

時 のMICか らFIC indicesを 求 め,そ の 最 小 値 を2

剤 併 用 時 のFIC indexと した。混 合 菌 液 に 対 す る

FICindexは それ ぞれ104CFU/wellと な る よ うに接

種 したプ レー トを用 い,ど ち らか一 方 のみが発育 す る

部 分 か ら単 独菌 液 の場 合 と同様 にFICindexを 求 め

た。FICindex≦0.5の 場合 に相 乗効 果 あ り,0.5<

FIC≦1.0の 場 合 に相加 効果 あ り,1.0<FICindex≦

2.0の 場 合 に不 関,2.0<FICindexの 場 合 に 拮抗 作

用 あ りと併 用効 果 を判 定 した。

6.In vivo併 用効 果

普 通 寒天 培地 で18時 間培 養 した各菌体 を生 理食 塩

液 に採 取 し,5%ム チ ン溶 液 に添加 して 目的 の濃 度 の

菌 液 を調製 し,そ の菌 液0.5m1を マ ウス腹 腔 内 に感

染 させ,感 染 後5日 目の 生 存 率 か らWeil法 に よ り

LD5。(50%致 死 量)あ るい はED5。(50%有 効量)を

算 出 した。攻 撃菌 量 お よび治療 薬 剤 用量 は公比3～5

として投 与 した。治 療 は感 染1時 間 後 に薬 剤0.2ml

を皮 下投与 して実施 した。

1)混 合 感染(菌 交代)モ デル の作製 お よび併 用 治

療効 果

2×108CFU/mouseのMRSA(全 マ ウ ス が死 亡 す

る菌 量)と 種々 濃 度 の緑 膿 菌 を混 合 感 染 さ せ,0.3

mg/mouseのVCM(MRSA単 独 感 染 に対 して全 マ

ウス を生存 させ る投与量)で 治療 した場 合 の緑 膿菌 の

LD50を 求 め単独 感染 時 の値 と比 較 した。 この条 件 下

に お い て マ ウ ス が100%死 亡 す る条 件9す なわ ち

VCM単 独治 療 で は緑膿 薗 が増 殖 して マ ウスが100%

死亡 す る条件 を菌 交代 モデル とした.こ の菌交代 モデ

ル を用 い,岡 容 量 のVCMと 置 々濃 度 のCAZを 併 用

し,CAZのED50を 求 め て 単 独感 染時 の値 と比 較 し

た。

2)マ ウスの血 中菌数 の推移

薗 交代 モデ ル に対 す るVCMとCAZの 併 用治療 に

お け る血 中 菌 数 の 推 移 を無 治 療,VCMあ る い は

CAZの 単 独治療 と比較 した。菌 液投与 後1,3,5,8,

24時 聞 目に個 体別 に心臓 採血 し.マ ンニ ツ ト食塩培

地 あ るい はマ ッコンキー培 地 に塗 布 し菌種別 に生菌概

数 を測定 し,菌 の増減 によ り死亡 原因 菌 を推定 した。

II.突 験 成 績

1.In vitro併 用効 果

MRSA単 独 お よ び 緑 膿 菌 単 独 に 対 す る 成 績 を

Table1に 示 した。MRSAに 対 す る最 小FICindex

は0.56か ら1.02(平 均0。942)の 範 囲 で,い ずれの

株 にお いて もおたが いの抗 菌活性 を阻 害す る作用 は認

め られず,不 関 あ るい は相加 効果 を示 した。 また,緑

膿 菌 に 対 す るFIC indexは0.37か ら1.00(平 均

0.648)で,緑 膿 菌 で は相乗 効果 あ るい は相加効 果が

認 め られ た。

MRSANG89003株 と緑膿 菌NG91012株 の混合菌

液 に対 す る併 用 効 果 をFig1に 示 した。VCMの 低濃

度 域 で はMRSAの 増 殖 が,CAZの 低 濃 度 域 で は緑

膿 菌 の増 殖 が それ ぞ れ認 め られ,MRSAに 対 す る最

小FICindexは1.0,緑 膿 菌 に対 す る最 小FICindex

は0.63で あ り混合 菌液 として もそれ ぞれ 相加効 果が

認 め られ た。 現実 に到達 し得 る血 中濃 度 範囲(0ユ ～

100μ9/m1)で はすべ て1.0<FIC index<2.0で 不関

と判定 され拮 抗作 用 は認 め られ なか った。

他 の4株 の 緑膿 菌(NG 91003, 91009, 91015お よ

び91018)に つ いて も同様 に混 合菌 液 で の併 用効果 を

検 討 し,そ の結果 をTable2に 示 した。4株 ともに

NG91012株 と同様 にFICindexが1以 下で あ り相乗

あ るい は相 加効 果 が認 め られ た。

2.In vivo併 用効 果 の検討

1)単 独 感染 に対 す る治療効 果

それ ぞれ の単 独感 染 に対 す るVCMお よびCAZ単

剤 の治療効 果(ED50)をTable3に 示 した。MRSAに

対 す るVCMのED50は0.09mg/mouseで あ っ た。

このMRSAに 対 してCAZは 検 討 した最 高濃 度 の10

mg/mouseで 無効 で あった。 緑膿 菌 に対 す るCAZの

ED50はNG91003株 で0.07mg/mouse,NG 91012

株 で0.04mg/mouseで あ った。 これ らの緑 膿 菌 に対
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Table 1. The MICs of vancomycin (VCM)  and ceftazidime (CAZ) and FIC indices of the VCM/CAZ combination
against MRSA (19 strains) and Pseudonsonas astwinosa (20 strains)

Inoculum size: 104 CFU/well

VCM: vancomycin, CAZ: ceftazidime.

FIC index: minimum fractional inhibitory concentration index.

するVCMの 治療効 果 は詳細 に は検 討 しな か った が,

0.3mg/mouse(MRSAに 対 す るED50の 約3倍 量)

ではまった く無効 で あ った。

2)混 合 感染 モ デル の作 製

2×106CFU/mouse(LD50の 約7倍 量)のMRSA

と種々濃度 の緑膿 菌 で混 合感 染 し,0.3mg/mouseの

VCM(MRSA単 独 感染 に対 して全 マ ウス を生存 させ

る投与 量)で 治 療 し た時 の2株 の 緑 膿 菌 に つ い て

LD5。 を求 め,Table4に 示 した。 それ ぞれ のLD5。 は

NG91003株 で2.6×103CFU/mouse,NG91012株 で

5.0×102CFU/mouseで,2株 とも単独 感染 時 のLD5。

に比 べ 低 く,NG91003株 で は1/10,NG91012株 で

は1/14に 低 下 した。 この 時 にVCM単 独 治療 で は全

マ ウスが死亡 す る量 の緑膿 菌 を混合 感染 させ た条件 を

菌 交代 モ デル と した。

3)混 合感 染 にお ける治療効 果
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Inoculum size: 104 CFU/well (both MRSA and P. aeruginosa)

Medium: Mueller-Hinton broth
s: Growth of MRSA NG 89003

p: Growth of P. aeruginosa NG 91012
VCM: vancomycin, CAZ: ceftazidime.

FIC index: minimum fractional inhibitory concentration index.

Fig. 1. In vitro combined effect of vancomycin plus ceftazidime

on a polymicrobial suspension of MRSA and Pseudomonas

aeruginosa.

Table 2. FIC indices of the vancomycin/ceftazidime combination in

polymicrobial suspensions

One strain of MRSA and five strains of P. aeruginosa were used.

Inoculum size: 104 CFU/well (both MRSA and P. aeruginosa)

VCM: vancomycin, CAZ: ceftazidime.

FIC index: minimum fractional inhibitory concentration index.

MRSA NG 89003株 と緑膿菌NG91012株 とを混合

感染させた菌交代モデルを用いて治療効果を検討した

結果をTable5に 示した。

VCMと 種々濃度のCAZで 併用治療 した場合に

CAZの 投与量に依存 して生存率が上昇し,CAZの

ED5。 はNG91003株 で0.05mg/mouse,NG91012

株 で0.024mg/mouse,NG91003株 で は単独 感染 時

の 約1/3,NG91012株 で は ほ ぼ 同等 の値 で あ った。

なお,VCMあ るい はCAZ単 独 で治 療 した場 合 に は

マ ウス は100%死 亡 した。
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Table 3. Protective effect of vancomycin and ceftazidime in mice

(monomicrobial infection)

Mice were infected monomicrobially with the individual strain and then treated

with monotherapy using the individual antibiotics.

NT: Not tested

VCM: vancomycin, CAZ: ceftazidime.

ED.: 50% effective dose

Table 4. LD50 of Pseudomonas aeruginosa in mice

(monomicrobial or polymicrobial infection)

LD50 of P. aeruginosa in polymicrobial infection was determined using the mice

which had been infected with MRSA (at dose of 7•~LD50) and various doses of

P. aeruginosa and then treated with VCM monotherapy.

VCM: vancomycin, CAZ: ceftazidime.

Table 5. Protective effect of ceftazidime in the superinfection model

ED50 of CAZ was determined using the mice which had been infected polymicrobially with MRSA

and P. aeruginosa (at above doses) and then treated with a combination of VCM (0.3 mg/mouse)

plus various doses of CAZ.
VCM: vancomycin, CAZ: ceftazidime.

ED.: 50% effective dose

4)混 合感染時の血中菌数の推移

治療効果を検討したものと同条件の菌交代モデルを

用い,血 中菌数の経時的推移を検討した結果をFig2

に示した。

無 治 療 群 で は 治 療 直 前(感 染1時 間 後)に は

MRSAが1。1×107CFU/ml,緑 膿 菌 が32x102

CFU/m1の 血 中菌 数 で あ っ た もの が,8時 間 後 に は

MRSAが1.6×107CFU/ml,緑 膿 菌 が1.6×103
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Mice were challenged polymicrobially and treated with

monotherapy or combination therapy 1 hour after the chal-

lenge. Blood samples were taken from the mice at 1, 3, 5, 8

and 24 hours. Viable organisms in the blood were counted

using appropriate selective media.

Challenge dose: MRSA NG 89003; 2.6 •~ 108 CFU/mouse, P.

aeruginosa NG 91012; 5.7 •~ 10 CFU/mouse.

Treatment: CAZ; 0.2mg/mouse, VCM; 0.3mg/mouse

VCM: vancomycin, CAZ: ceftazidime.

Fig. 2. Transition of viable organisms in blood in

the superinfection model.

CFU/mlに 増殖し,マ ウスは24時 間以内に全例死亡

した。VCMあ るいはCAZの 単独治療ではそれぞれ

に感受性を示す株は減少あるいは消失したが,非 感受

性菌すなわちVCM単 独治療群では緑膿菌が,CAZ

単独治療群ではMRSAが 無治療群に近い推移で増加

した。その結果,24時 間までに各群で全例が死亡し,

単独治療の場合は非感受性菌の増殖によりマウスが死

亡したと推察された。

VCMとCAZを 併用した場合にはMRSAお よび

緑膿菌ともにそれぞれの単独治療の場合と同等あるい

は若干早い推移で減少し,生 菌数の推移においても両

剤の拮抗作用は認められず,in vitroでの相加効果と
一致した。

III.考 察

MRSAと 緑膿菌の混合感染時におけるVCMと

CAZの 併用治療効果をinvitroお よび 勉vivoの 両面

から検討した。

In vitroではFIC indexを 指標 としてMRSA単 独,

緑膿菌単独およびそれらの混合菌液について検討し

た。その結果,こ の2剤 の組合せでは拮抗作用は認め

られず,す べての条件において相乗あるいは相加効果

が認められた。

In vivoに おいては,大 量のMRSAと 少量の緑膿

菌を混合し,VCM単 独で治療した場合に全マウスが

死亡する菌交代モデルに対する治療効果を検討した。

今回の実験ではCAZ感 受性緑膿菌を用いて治療効果

を検 討 したが,2株 と も単 独感 染 時 の治療効 果 と比較

して同等 もし くはそれ以上 の治療 効果 を示 した。 ヒ ト

におけ る静 脈 内投与 とマ ウス にお ける皮下役与 との違

い はあ るが,こ の結果 は臨 床 に も応用 で きる結果であ

る と考 え られ た。

血 中菌数 の推移 を検 討 した結 果 で は,VCM単 独治

療 で は緑膿 菌 が,逆 にCAZ単 独 で はMRSAが 増殖

しそれ ぞれ マ ウ スは100%死 亡 した。 それ に対 し2剤

で併用 治療 した場合 はMRSAお よび緑膿 菌 は同時 に

減 少 あ る い は 消 失 し,in vivoに お い て もCAZと

VCMは それ ぞれ の抗薗 力 をたが い に阻害 す るこ とな

く有効 な治療効 果 が認 め られ た。

以 上 の よ うに,大 量 のMRSAと 少量 の緑 膿菌(単

独 感 染 時 に お け るLD50量 あ る い は2LD50量)を 混

合 感染 させVCMの みで 治療 した場 合 に,MRSAは

減少 す るが緑膿 菌 は増 加 し菌交代 現象 に よ りマ ウスは

死亡 した。 この こ とは,基 礎疾 患 としてMRSA感 染

が ある場合 に は,臨 床 におい て も同様 の菌交代が起 こ

る可能 性 が考 え られ るた め混 合感 染が凝 われ る場合に

は,早 期 にVCMと 抗 緑膿 菌活性 のあ る薬 剤 とで併用

治療 す る こ との必 要性 が 示 唆 され た。 今 回 の結果 か

ら,CAZとVCMの 併 用 は相乗 効 果 の よ うな劇 的 な

有 効 性 は な い が,個 々 の 特 徴 を相 殺 す る こ とな く

MRSAか ら緑 膿 菌 への菌 交代 に対 して有 効 であ るこ

とが示 され た。
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An MRSA to Pseudomonas aeruginosa superinfection model in mice and the

effect of ceftazidime plus vancomycin combination therapy

Tameichiro N agaki , Takeshi Morita, Kunio Taguchi,

Shinobu Tamura, Teruyo Tomita, Kaori Ito,

Kumiko Ogino and Ichiro Fukuda
Preclinical Research Center, Tsukuba Research Labo, Research and Deveropment Division,

Nippon Glaxo LTD., 43 Wadai, Tsukuba-shi, Ibaraki 300-42, Japan

We investigated the efficacy of ceftazidime (CAZ) plus vancomycin (VCM) combination therapy
in polymicrobial infection by MRSA and Pseudomonas aeruginosa, both in vitro and in vivo. In the in
vitro study, fractional inhibitory concentration indexes were determined by the checkerboard
method. The combination exhibited no antagonism, but was additive in all cases. In the in vivo
study, the effects of combination therapy were assessed in mice which had been infected intraper-
itoneally. MRSA to P. aeruginosa superinfection was observed when mice were infected polymi-
crobially'with a small amount of P. aeruginosa and a large amount of MRSA, and then treated with
VCM monotherapy. The effect of combination therapy was assessed using this superinfection model.
The 50% effective dose (ED50) of CAZ in monomicrobial infection with P. aeruginosa NG 91003
strain was 0.07 mg/mouse, and the ED50 of CAZ in the superinfection model treated with 0.3 mg/
mouse VCM combination therapy was lowered to 0.02 mg/mouse. In the case of the P. aeruginosa
NG 91012 strain, the EDS0 of CAZ in both the monomicrobial infection and superinfection model were
almost equal (0.04 mg/mouse and 0.05 mg/mouse respectively) . Changes in viable cells in the blood
were assessed using selective media . An increase in MRSA or P. aeruginosa was observed when the
mice were treated with monotherapy using CAZ or VCM . In the case of combination therapy, both
MRSA and P. aeruginosa were found to decrease or disappear. These results suggested that the CAZ
plus VCM combination is one of the most effective forms of therapy for the MRSA and P. aeruginosa
polymicrobial infections which is frequently observed clinically.


