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Imipenem耐 性 緑 膿 菌 の薬 剤感 受 性 お よびceftazidimeとtobramycinの 併 用 効 果
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千葉大学医学部附属病院検査部。

福 田 一 郎 ・田 村 忍

日本グラクソ株式会社筑波研究所開発研究センター

(平成5年11月30日 受付 ・平成6年5月11日 受理)

千 葉大学医学部 附属病院検査部で臨床材料 から分離 されたimipenem(IPM)耐 性 緑膿菌

28株 を用い,10薬 剤 に対 する感受性 を調べた。耐性の判定 は原則 としてNCCLSの 基 準に従

った。Ceftazidime(CAZ),piperacillin(PIPC),cefoperazone(CPZ)
,cefsulodin(CFS)

の 浄 ラクタム剤の中では,CAZの 耐 性率が28.6%で も っとも低 く,tobramycin(TOB)
,

amikacin(AMK),isepamicin(ISP)の ア ミノグ リコシ ド系の中では
,TOBの 耐性 率が

39.3%で もっ とも低かった。Fosfomycin(FOM)の 耐 性率は100%で あ った。IPM耐 性 緑

膿菌No.23株(TOBMIC:>32μg/ml,CAZMIC:32μg/ml)の 集塊菌 に対するCAZと

TOBの 併 用 による殺菌効果 を調 べた。 このTOB高 度 耐性菌 を用いた実験 で は,CAZと

TOBの 同 時作用で殺菌効果が一番優れていた。時間差併用では,CAZ先 行 投与後,TOBを

投与 の方が,TOB先 行 投与後,CAZ投 与 よ りも優れた殺 菌効果が認め られた。供試 した

IPM耐 性 緑膿菌4株 からはIPMを 分解するβ-lactamaseは 認 め られなかった
。
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我々塞⊃は,さ きに1988年 か ら1991年 における千葉大学

医学部附属病院検査部で臨床材料から分離された緑膿菌

1,110株 を用い,そ の感受性の推移 を検討し,imipenem

耐性緑膿菌が年毎に増加 していることを報告 した。

そこで今回,IPM耐 性緑膿菌の産生するβ-lactamase

の種類および集塊としたIPM耐 性緑膿菌に対するceftazi-

dimeとtobramycinの 併用効果について検討 したので,

その成績を報告する。

L実 験材料 と実験方法

1.使 用薬剤

Imipenemとamikacin(IPMとAMK,萬 有製薬),

ceftazidime(CAZ,日 本 グラクソ),piperacillinと

cefoperazone(PIPCとCPZ,富 山化学),cefsulodin

(CFS,武 田薬品),aztreonam(AZT,エ ーザイ),

cephaloridineとtobramycin(CERとTOB,塩 野

義製薬),isepamicin(ISP,シ ェ リング ・プラウ),

onoxacin(OFLX,第 一 製薬),fosfomycin(FOM,

明治製菓)は,力 価の明 らかな ものを使用 した。

2.使 用菌株

千葉大学医学部附属病院で臨床材料か ら分離 した

IPM耐 性 緑膿菌28株 を用 いた。NCCLS2)の 判 定基

準 に準 じ,IPMに 対 するMICが ≧16μg/mlの 株 を

IPM耐 性緑膿菌 とした。なお今回使用 した薬剤の緑

膿菌 に対する耐性の基準(MIC)をTablelに 示 し

た。

Tablel.Our criteria of resistance

*

千葉市 中央 区亥鼻1-8-1

():Criteria of NCCLS.
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3.薬 剤感受性試験

IPM耐 性 緑膿菌28株 に対す る11薬 剤のMICの 測

定 は,日 本化学療法学会標準法(微 量液体希釈法)8)

に従 い,cadon-adjusted Mueller-Hinton broth(CAM-

HB)(Difco社)を 用いて測定 した。すなわち一夜培

養菌 を滅菌生食水 で10倍 に希釈 し,抗 菌剤含有培地

にMIC2000(Dynatech Product)を 用 い接種(接 種

量:5×105/ウ エ ル)し,35℃,24時 間 培養後判定 し

た。なお希釈段階 は,IPM,OFLXは32か ら0.25,

CAZ,CFS,AZTは64か ら0.5,PIPC,CPZは

128か ら1,TOB,AMK,ISPは32か ら0.13,FOM

は128か ら0.13μg/mlと した。

4.β-lactamase活 性

1)酵 素液の調整

Pseudomonas aeruginosa PAO 1(標 準 株),No.

13,No21,No,22,No,23,No.24お よびNo.33

株 の前培養液を普通液体培地(栄 研)に 約107 cfu/ml

に なるように接種 し,37℃,4時 間振邊培養 した。集

菌,洗 浄後超 音波処置 によ り菌体 を破砕 し,4℃,

20,000r.p.m.1時 問 の遠心上清液を酵素液 とした。

2)β-lactamase活 性 の測定

Watanabe4)ら の方法に従い,U.V.法 によ り測定

した。測定 は,日 本グラクソ(株),筑波研究所で実施 し

た。β-lactamase活 性 は1分 間 に1μmoleの 基 質 を

分解 する酵素量 を1単 位 とし,Lowry法 に よって求

めた単位 タ ンパ ク(mg)当 りの比 活性(unit/mg

protein)で 示 した。

5.集 塊菌に対する殺菌効果

1)集 塊菌の作成

集塊菌 は,さ きに我 々5)と菅野6)が報 告 した方法に

従 って作成 した。すなわち1.8mm(直 径)×30mm

(長 さ)の 木綿縫糸 を,高 圧滅菌後,brain heart in

fusion broth(BHIB)(Difco社)中 にいれ,IPM耐

性 緑膿菌No.23株 を接種 し,35℃ で一夜培養後,菌

液 を含んだ木綿縫糸を取 り出 し,滅 菌生食水中で洗浄

した ものを集塊菌 とした。生食水 で洗浄 した木綿縫糸

2本 を1mlの 滅 菌生食水 の入 った試験 管内に入れ,

約60秒 間振温器にて撹拌 後,生 食水中に浮遊 してき

た菌数 を計測す ると約108cfu/mlと な る。 さらに,

同様に生食水中による洗浄 を繰 り返 しても遊離 してく

る菌数 は一定 して約106cfu/mlで あ り,菌 の支持体

として利用可能 と判断 した。菌数は次のように半定量

的に測定 した51。一定量の容量をもつ白金耳 に菌数の

判 った細菌数(108/ml～103/ml)を つ け,一 部重複

した3区 画の平板上をジグザグにぬりひろげ集落の発

育状態をあらかじめ記載 してお く。ついで未知の菌液

を同様 に接種 し,こ の集落発育状態 を前述の標準菌量

発育状態 と比較 し,菌 数 を測った。 したがって成績は

半定量である。

2)集 塊菌に対する併用による殺菌効果

集塊 としたIPM耐 性 緑膿菌No.23株 に対するCAZ

とTOB併 用 での殺菌曲線 は,(1)CAZとTOBの 同

時作用,(2)TOB 1時 間 作 用後CAZ添 加,(3)CAZI

時 間作用後TOB添 加 の3通 りについて経時的に試験

管からそれぞれ2本 の縫糸 をとり出 し。縫糸内の菌数

を半定量的に測定 し,殺 菌曲線 を求めた。殺菌曲線に

用いたCAZの 濃度 は,常 用投与量で得 られ る最高血

中濃度の平均濃度で32μg/ml,TOBの 濃 度 は殺菌曲

線 に用いた供試菌株 がTOBに 高度耐性(MIC:≧32

μg/ml)で あ ったので10μg/mlを 用 いた。薬剤 を加

えないものを対照 とした。

Table 2.MICs of ten antimicrobial agents against twenty-eight strains of

imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa

a)50% and 90%
,MICs for 50% and 90% of the strains tested,respectively.
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II.実 験 成 績

1.薬 剤感受性試験

1)薬 剤の抗菌力

IPM耐 性緑膿菌28株 の11薬 剤 に対す る感受性試

験の成績 をTable 2に 示 した。CAZ,PIPC,CPZ,

CFS,AZT,TOB,AMK,ISP,OFLXお よび

FOMのMICrangeは,そ れぞれ2～64,4～>128,

4～>128,2～>64,1～64,1～>32,2～>32,1

～>32,1～>16お よび32～>128μg/m1で あった。

MIC90で 比 較 す る と,OFLXが16μg/m1で,次 に

AMK,CAZ,CFS,AZT,TOB,ISP,PIPC,

CPZ,FOMは,そ れぞれ32,64,64,64,>32,>32,

>128,>128,>128μg/m1で 耐性であった。

2)MIC相 関

Fig.1aか らFig.1cにIPM耐 性 緑膿菌に対す る

β-ラクタム剤の2剤 聞のMICの 相 関を示 した。Fig.

1aはIPMとCAZのMICの 相 関を示 した ものであ

るが,IPM耐 性 緑膿菌28株 中8株 のみがCAZに 耐

Fig.1.

a.Correlation of MICs of imipenem(IPM)and ceftazidime(CAZ)against IPM-resis-
tant Pseudomonas aeruginosa.
b.Correlation of MICs of IPM and piperacillin (PIPC) against IPM-resistant P.aeru-

ginosa.
c.Correlation of MICs of CAZ and PIPC against IPM-resistant P.aeruginosa.

Fig.2.

a.Correlation of MICs of tobramycin(TOB)and amikacin(AMK)against imipenem

(IPM)-resistant Pseudomonas aeruginosa.
b.Correlation of MICs of TOB and isepamicin(ISP)against IPM-resistant P.aeru-

ginosa.
c.Correlation of MICs of AMK and ISP against IPM-resistant P.aeruginosa.
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性 で,交 差耐性が認め られない株が多数認め られた。

Fig.1bはIPMとPIPCのMICの 相 関 を示 した も

ので,28株 中14株 の みがPIPCに 耐 性 で,CAZ同

様交差耐性が認 められない株が半数 を占めた。Fig.1

cはCAZとPIPCのMICの 相 関 を示 した もので,

PIPCに 高 いMICを 示す株で も,CAZに は低いMIC

を示 す株が少数認 められた。以上 の結果か ら,IPM

耐性 株ではCAZとPIPCは 交差耐性 を認 めない株が

多 く,特 にCAZは70%以 上 の株が感受性 を示 し,抗

菌力ではもっとも優れた成績であった。Fig.2aか ら

Fig.2cにIPM耐 性 緑膿菌に対するア ミノグ リコシ

ド系の2剤 間のMICの 相 関を示 した。Fig.2aか ら

TOBに16μg/m1以 上 のMICを 示す株で,AMKに

8μg/m1以 下 のMICを 示 した株 が4株,逆 にAMK

に32μg/m1以 上 のMICを 示 し た株 で,TOBに4

μg/ml以 下 のMICを 示 した株が1株 認 め られ た。

TOBとAMK,TOBとISPの 間 で は,交 差耐性 が

認め られない株があったが,AMKとISPで は交差

耐性が認められた。

3)耐 性率

Table 3に10薬 剤 に対するIPM耐 性 緑膿菌28株

の耐性率 を示 した。か ラクタム剤の中では,CAZの

耐 性率が28.6%で もっ とも低 く,ア ミノグ リコシド

系 では,TOBの 耐性 率が39,3%で も っ とも低 かっ

た。FOMに 対 しては100%が 耐性株 であった。

4)耐 性パ ター ン

Table 4にIPM耐 性 緑膿菌28株 に対す る10薬 劃

の耐 性 パ タ ー ン を示 した 。CAZ・PIPC・CPZ・

CFS・AZT・AMK・ISP・FOMの 耐性 パターンは,

Table 3.Resistance rate

Criteria of resistance of each drug is shown in

Table 1.

Table 4.Resistance patterns of twenty-eight imipenem-resistant  Pseudomonas aeruginosa to antimicrobial  agents

CAZ:ceftazidime,PIPC:piperacillin,CPZ:cefoperazone,CFS:cefsulodin,AZT:aztreonam,TOB:tobramycin,

AMK:amikacin,ISP:isepamicin,OFLX:ofloxacin,FOM:fosfomycin.
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3株 に 認 め ら れ た 。CAZ・PIPC・CPZ・CFS。

AZT・ISP・FOM,TOB・AMK・ISP・FOM,

AMK・ISP・OFLX・FOMお よ びISP・FOMの 耐

性パター ンは,そ れぞれ2株 に認め られた。IPM耐

性緑膿菌28株 中6株(21.4%)は4剤 および7剤 に

耐性 であった。 また4株(14.3%)は2剤 に,3株

(10.7%)は,そ れぞれ6剤 と8剤 に耐性であった。

2.β-lactamase活 性

Table 5に β-ラ ク タム剤 のMICと β-lactamase

活性 を示 した。IPM感 受性株であるNo.21株,No.

33株 とIPM耐 性 であ るNo.13株,No.22株,No.

23株,No.24株 を用いて β-lactamaseの 有無 を調べ

た。対 照 としてPAO1標 準 株 を用 いた。IPMと

PIPCを 基 質 とした場合,6菌 株 はいずれ もIPMと

PIPCを 分 解で きなかった。CERを 基質 とした場合

に は,5株 にCER分 解 能が 認 め られ,特 にIPM,

PIPCお よ びCAZの3剤 に耐性 を示 すNo.23株 と

No.24株 には強い活性が認められた。

3.集 塊菌に対する併用による殺菌効果

Fig.3にIPM耐 性 緑膿菌No.23株 の集塊 菌 に対

するCAZとTOBの 併 用 による殺菌効果 を示 した。

CAZとTOBの 同時作用で殺菌効果が一番優れてい

た。すなわちCAZとTOBを1時 間同時作用 させ る

と,接 種菌108cfu/m1を105cfu/mlに 減 ずる ことが

でき,3時 間作用させる と104cfu/m1,さ らに6時 間

および9時 間作用 させ ると103cfu/m1に 減 ず ること

ができた。時間差併用では,CAZ先 行投与後,TOB

を投与の方が,TOB先 行投与後,CAZ投 与 よ りも優

れた殺菌効果が認 められた。IPM感 受 性緑膿菌No。

32株 を用 いた場合 で もIPM耐 性 緑膿菌No.23株 と

同じような殺菌効果が認められた(Fig.4)。

III.考 察

今回我々 は,IPM耐 性 緑膿菌28株 を用い て,10

薬 剤 の薬剤感受性 を調べ た。その結果,β 一ラクタム

剤であるCAZ,PIPC,CPZ,CFSの 耐性率は,そ

れぞれ28.6%,50,0%,57.1%,35.7%でCAZの 耐

性 率が もっ とも低 く,ア ミノグ リコシ ド系であ る

TOB,AMK,ISPの 耐性率 は,そ れぞれ39.3%,

53.6%,71.4%で,TOBの 耐性率がもっとも低かっ

〇: Control
□: Single exposure to TOB
△: Single exposure to CAZ
■: Concomitant exposure to TOB and CAZ after 1 h preexposure to TOB
▲: Concomitant exposure to CAZ and TOB after 1 h preexposure to CAZ
◎: Simultaneous exposure to CAZ and TOB

CAZ:ceftazidime,TOB:tobramycin

Fig.3.Bactericidal effects of ceftazidime and

tobramycin combinations against colonies

of imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa

strain No.23.

Table 5.Susceptibility and activity of fl-lactamase

a) Unit/mg protein
b) Substrate
c) Standard strain
6) ND,not detected(<1.00x10-4)



920 CHEMOTHERAPY AUG.1994

○: Control
□; Single exposure to TOB
△ Single exposure to CAZ
■ Concomitant exposure to TOB and CAZ after I h preexposure
▲ Concomitant exposure to CAZ and TOB after 1h preexposure to CAZ

◎: Simultaneous exposure to CAZ and TOB

CAZ:ceftazidime,TOB:tobramycin

Fig.4.Bactericidal effects of ceftazidime and

tobramycin combinations against colonies

of imipenem-sensitive Pseudomonas aeruginosa

strain No.32.

た。 そ こでCAZとTOBの 両 剤 によるIPM耐 性 緑

膿菌No.23株 の集塊菌 に対 する殺菌効果 を調べた。

CAZとTOBの 同 時作用で殺菌効果が もっ とも優 れ

ていた。我々 はその理 由 としてCAZ7)とTOBの 細

胞壁外膜透過性鋤 が相乗的に作用 し,抗 菌活性が増

強 されたためではないか と考えている。時間差併用で

は,CAZ先 行 投与後,TOBを 投 与の方が,TOB先

行 投与後,CAZ投 与 よりも優れた殺菌効果が認 めら

れた。この結果 は中沢 ら10)やさ きの我々5)の結果 と一

致 していた。 この結果は,TOBに 高度耐性 を示す菌

株 を用いた場合の結果であるが,さ らにTOBに 感 性

を示す菌株 を用いて検討 したい と思っている。IPM

耐 性 緑膿 菌No.23株(Fig.3)とNo.32株(Fig。

4)に 対 するCAZとTOBの 同 時併用の成績で,1時

間後 の殺菌効果が,CAZのMICの 大 きいNo.32株

の 方がMICの 小 さいNo.23株 よ りも優れていたが,

これについては今後検討したいと思 っている。緑膿菌

に対す るか ラクタム剤 とア ミノグリコシ ド系の併 用

順序については,菊 池11)は,大 腿感染モデルを用いた

緑膿菌感染でgentamicin(GM)とastromicin(AS-

TM)とPIPCの 併 用療法で投与順序を前後 させた検

討では,同 時投与の治療効果が もっとも優れてお り,

PIPCを 先 行 した場合 にはGM,ASTMの 殺 菌効果

が抑 え られ治療効果 が劣 る結果が得 られ た と報告

している。戸塚鋤らも緑膿菌感染症に対 してtic邸d駈n

(TIPC)とTOBを 併 用すると,TIPCを 最初 に投与

した場合 は同時ない しはTOBを 最初に投与 した場合

よりも効果の低下が認 められたと報告 している。また

松本13,は,複 雑性 尿路感染症 にお けるISPとPIPC

の併 用での臨床検討で同様な報告をしている。このよ

うにβ-ラクタム剤 とアミノグリコシ ド系の併用効果は

併用の順序を考慮する必要があると思われる。菊池鱒

らは,CAZとTOBに よ る併用療法 は,縁 譲薗を中

心 とする難治性呼吸器感染症に有用であると報告して

いる。緑膿菌のIPMに 対 する耐性の原因 として,45

～49kilodaltonの 外膜蛋白の欠如に ともなうIPMの

透過性の低下が考 えられるが15,16),Watanabe4)ら は,

IPM耐 性 緑 膿 菌 か ら1PM,CAZな ど を分解 する

oxyiminocephalosporinasetypeIIを 見 出 し,こ の

遺伝子はプラス ミド上に存在することによりその伝播

が憂慮されると報告 している。そこで臨床材料から分

離 した緑膿菌6株(IPM耐 性 株4株,IPM感 受性株

2株)を 用いてIPMを 分 解する酵素の有無 を検討し

たが,IPMを 分 解 する酵素 は認 め られ なか った。

PIPCを 分 解する酵素の有無について も検討 したが,

PIPCを 分解 す る酵素 も認 め られ なか った。CERを

基 質 とした場 合,5株 よ りβ-lactamase活 性 が認め

られた。 この炉lactamase活 性 はIPM,CAZ,PIPC

感 受性株で は検出限界以下 と5.14×10-3,IPM耐 性

CAZ,PIPC感 受性株では7.92×1r3と1.44xlr2,

IPM,CAZ,PIPC耐 性株 では9.32x10-2と8.52×

10-2で あ り,CAZ耐 性 の2株 以外 はいずれ も低い活

性で あった。今 回の実験 で見出 され た緑膿菌 のβ-

lactamaseはCAZの 感 受性 と相関 してお り,従 来よ

り知 られている染色体性 のβ-lactamaseを 産生 して

いると推測 される1糊 。IPM耐 性 機構 については,

ポー リンD2の 欠損 などが考 えられるため,今 後膜の

変異特 にポー リンD2に ついて検討 する予定である。
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Susceptibility of imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa and bactericidal

effects of ceftazidime and tobramycin combinations against colonies

of imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa

Kohki Takahashi,Masaharu Watanabe and Harushige Kanno

Department of Laboratory Medicine,Chiba University Hospital,

1-8-1,lnohana,Chuo-ku,Chiba 260,Japan

Ichiro Fukuda and Shinobu Tamura

Preclinical Research Center,Tsukuba Research Laboratories,Nippon Glaxo Ltd.

The susceptibility of twenty-eight strains of imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa to

ten antimicrobial agents was investigated.As a rule the criteria of resistance to each drug

used in this study followed those of NCCLS except for fosfomycin.The resistance rate

(28.6%) of ceftazidime was the lowest among ƒÀ-lactams:ceftazidime,piperacillin, cefoperazone

and cefsulodin.On the other hand,the resistance rate(39.3%)of tobramycin was the lowest

among aminoglycosides:tobramycin,amikacin and isepamicin.The resistance rate of

fosfomycin was 100%.The simultaneous,combined effect and prolonged combined effect of

ceftazidime and tobramycin against colonies in cotton suture of imipenem-resistant P.

aeruginosa strain No.23 were investigated.The simultaneous exposure of ceftazidime and

tobramycin showed marked bactericidal activity.The bactericidal activity of concomitant

exposure to ceftazidime and tobramycin after pre-exposure to ceftazidime were greater than

that of concomitant exposure to tobramycin and ceftazidime after pre-exposure to tobramycin.

Four imipenem-resistant P.aeruginosa used in this study did not produce a,ƒÀ-lactamase that

hydrolyzed imipenem.


