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MRSAとPmdomomas aeraginosaと の混合培養および混合感染における

arbekacinとimipenem/cilastatinの 併 用 効 果
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メチシリン耐性Staphylococcus aureusとPbeudomonas aeruginosaと の混合培養および混

合感染系におけるarbekacin(ABK)とimipenem/cilastatin(IPM/CS)と の併用効果につ

いて検討 した。 その結果,MRSAとP.aenegr'noseと の混合培養系におけるABKのMRSA

に対 す る殺菌効 果 は,MRSA単 独 培養 に比 し減 弱する傾向 にあった。 しかし,imipenem

(IPM)と の 併用において優れた併用殺菌効果が認 められた。一 方,P.aernginosaに 対 して

ABKは,単 独お よび混合培 養系において同様の殺菌効果を示 し,か つIPMと の併用におい

て優れた併用殺菌効果が認め られた。また,混 合培養系において,P.aeruginosaの 接 種菌量

を減少させ た場合,MRSAと の等量接種に比 しABKのMRSAに 対 する殺菌効果が増強 さ

れた。ABKとIPMと の併用殺菌効果は,同 時併用が もっとも優れていた。また,IPM先 行

添加に比 し,ABK先 行 添加の方が優れた併用殺菌効果を示 した。電子顕微鏡 による形態観察

において,ABK単 独作用時では,MRSAの 細胞壁の肥厚 とP.aeraginosaの 伸長化が見 られ

るのみであったが,IPMと の併 用においては,MRSAの 溶 菌お よび隔壁形態の異常 とP.

aenrginosaの 溶 菌像が多 く観察 された。マウスを用いたMRSAとP.aernginosaと の混合感

染 に対す る治療効果において,種 々の接種混合比によ り検討 した ところ,ABKとIPM/CS

との併用により各単剤での治療効果に比 し優れた治療効果を示 した。
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現在,臨 床上基礎疾患を有する患者や術後患者に対する

MRSA感 染症が問題 となっているOMRSA感 染症におい

ては,MRSA単 独感染のみならず種々の細菌 との混合感

染も多く見られ,そ のうち特に緑膿菌や肺炎桿菌などのグ

ラム陰性桿菌との混合感染がかなり多く,治 療上問題が投

げ掛けられている。この様な現状において,臨 床の場にお

いて種々の薬剤による併用療法が行われ,ま た,基 礎的に

も研究が進められている1)。そこで今回我々は,MRSAと

緑膿菌との混合感染症を想定し,こ れに対するarbekacin

(ABK)とimipenem/cilastatin(IPM/CS)と の併用効果

を殺菌効果を指標としたin vitro試験 および白血球減少マ

ウスを用いた感染治療実験でのin vivo効 果について検討

し,若 干の知見を得たので報告する。

I.実 験材料 および実験方法

1.使 用菌株

当研究室保存のStaphyloccocus aureus 1371(MRSA

1371)株,Staphylococcus aureus 1936(MRSA1936)

株,PSeudomonas aenrgimosa No.52株,Pseudomo-

nas aerugimsa E-2株 のMRSA2株 とP.aeruginosa

2株 を使 用 し た 。

2.使 用 薬 剤

arbekacin(ABK,699μg/mg,明 治 製 菓)お よ び

irnipencm/cilastatin(IPM/(S,IPMと して441μg/mg,

萬 有 製 薬)の い ず れ も力 価 の 明 ら か な もの を 使 用 し

た。

3.感 受 性 測 定 法

前 培 養 にMueller-Hintonbroth(BBL),感 受 性

測 定 用 培 地 にMueller-Hintonagar(BBL)を 用 い,

日本 化 学 療 法 学 会 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)測 定 法2)

に 従 っ て 行 っ た 。

4.殺 菌 効 果 の検 討

Mueller-Hintonbrothに 前 培 養 し た 各 使 用 菌 株 を
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同培地で希釈し,振 湯培養 を行 った。2時 間後の対数

期途上の菌に種々の濃度の薬剤 を作用 させ,1.2,4.

6,8時 間 後に生菌数 の測定 を行った。なお.混 合培

養系の接種菌量 としてMRSA:P.aeru8inosa=1:1お

よび1:0.01の2通 りの混合比を用いた。 また,添 加

順序および添加間隔の検討で は,ABK先 行 添加の場

合 は,ABKを 添 加 し,そ の1,2,3時 聞 後 にIPM

を 添 加 した。IPM先 行 添加 の場合 は,IPMを 添 加

し,そ の1,2,3時 間 後にABKを 添 加 した。なお,

MRSA分 離 用培地 としてtobramycin 10 μg/ml含 有

のheart-infusion agar,緑 膿菌分離用培地としてvanco-

mydn 10μg/ml含 有 のheart-infusion agarを 使用 した。

なお,使 用 したMRSAに 対 するtobramycinのMIC

は,い ずれ も800μg/ml以 上 であ り,ま た使用 した

緑膿 菌 に対 す るvancomycinのMICは,い ず れ も

100μg/ml以 上 であった。 さらに,分 離用培地として

使用した各薬剤含有平板における生菌数 と薬剤無添加

における生菌数 との間に差 は,認 め られなかった。

5.形 態学的検討

走査型 および透過型電子顕微鏡 に より,ABKと

IPMと の 同時併用時における形態を各単剤での形態

と比 較検討 した。す なわち,対 数増殖期 の菌 に,

ABK(0.78μg/ml)とIPM(0.78μg/ml)を2時 間

作用後 グルタールアルデヒド(最 終濃度2.5%)お よ

びオス ミウム酸(最 終濃度1.0%)で 二 重固定 した。

さらに,ア ルコールで段 階脱水(50%～100%)し,

臨海点乾燥後,金 蒸着 した。 このサ ンプルを走査型電

子顕微鏡(Akashi DS-130)に よ り観察 した。なお,

透過型電子顕微鏡のサンプルは,上 記脱水後,Epon812

で包埋 し,LKB 2088 ultromeVで 薄切 した。 この切

片を酢酸ウランで染色後,透 過型電子顕微鏡(Hitachi

H-600)で 観 察 した。

6.マ ウス実験的感染症に対す る治療効果

SLC-ICR系 雄 マウス(4週 齢,体 重22±1g)1群

8匹 を用い,MRSAお よびP.aeruginosaそ れぞれ単

独感染および混合感染系で検討 した。白血球減少マウ

スの作成 には,cyclophoshamideを200mg/kgを 感

染4日 前に1回 腹腔内投与することにより行 った。ま

た,接 種菌液 は,ム チンを最終濃度 として2.5%添 加

した ものを使用 し,そ の0.5mlを マ ウス腹腔内に接

種 した。各菌株 のMLDは,MRSA1372株 で2.5×

104,MRSA 1936株 で5.2×105,P.aeruginosa No.

52株 で6.1×101お よびP.aeruginosa E-2で8.0×101

CFU/mouseで あ った。薬剤 は,菌 接種2時 間後 に

0.2mlを1回 皮下 に投与 した。併用時 にお ける薬 剤

投与量比 は,臨 床投与可能 な投与比 を基準 に設定 し

た。菌接種 より7日 目の生存率 か らprobit法 に より

ED50値(mg/kの お よび95%信 頼 限界値 を算出 して

治療効果 として示 した。併用効果の判定は,FED in-

dexと して示 した。なお,FED indexは,下 記の計算式

によ り求めた。

FED index=
併用時のABKのED60値/
ABK単 独 のED60値

+
併用時のIPM/CSのED60値/
IPM/CS単 独 のED50値

II.實 験 結 果

1.使 用菌株 に対す るMIC測 定

使用菌株に対す るABKとIPMそ れ ぞれのMICを

Table1に 示 した。MRSA 1371株 お よびMRSA 1936

株 に対 す るABKお よ びIPMのMICは,そ れぞれ

0.39,0.78お よび50,100μg/mlで あ り,P.aeruginosa

No.52お よびP.aeruginosa E-2に 対 するABKお よび

IPMのMICは,そ れぞ れ3.1391,56お よび1.56,

1.56μg/mlで あ った。

2.殺 菌効果の検討

(a)単 独培養におけるABKの 殺 菌効果

MRSA 1371お よびP.aeruginosa No.52に 対する

MRSA 1371 P.aeruginosa NO.52

Fig.1.Bactericidal action of arbekadn against

MRSA 1371 and Pseudomonas aeruginosa No.52.

Table 1.MICs of Arbekacin and Imipenemagainst

MRSA and Pseudomonas aeruginosa
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MRSA 1371 P. aeruginosa No.52

Fig.2.Bactericidal action of arbekacin against

the mixed cultures of MRSA 1371 and Pseudo-

monas aeruginosa No.52.

MRSA 1936 P. aeruginosa E-2

Fig.3.Bactericidal action of arbekacin against

mixed culture of MRSA 1936 and Pseudomonas

aeruginosa E-2.

(1) Combination of ABK (1.56ƒÊg/ml)and IPM

MRSA 1371 P.aeruginosa No.52

(2) Combination of ABK (0.78ƒÊg/ml)and IPM

MRSA 1171 P.aerusinosa No.52

ABK: arbekacin,IPM: imipenem

Fig.4.Synergistic activity of combination of arbekacin
and imipenem/cilastatin against mixed culture of
MRSA 1371 and Pseudomonas aeruginosa No.52.
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ABKの 殺 菌効果 をFig.1に 示 す。MRSA1371に 対

しABKは,MIC(0.39μg/ml)以 上 の濃度 におい

て作用濃度 に依存 した殺菌作用を示 し,P.aeruginosa

No.52に 対 しては,1/2MIC(1.56μg/ml)以 上 の

濃度において作用濃度および作用時間に依存 した殺菌

作用を示 した。

(b)混 合培養におけるABKの 殺 菌効果

MRSA 1371とPaeruginosa No,52と の混合培養

系およびMRSA1936とPaeruginosa E-2の 混 合培

養系におけるABKの それぞれの菌株に対する殺菌効

果 をFig.2お よ びFig.3に 示 し た。MRSA1371

とPaeruginosa No.52と の混合培養系においてABK

は,MRSA1371に 対 し,4MIC(1.56μg/ml)以 上

の濃度 において作用濃度に依存 した殺菌作用 を示 し,

Paeruginosa No.52に 対 しては,1/2MIC(1.56μg/

ml)以 上 の濃度において薬剤添加4時 間後 まで作用

濃度お よび作用時間 に依存 した殺菌作用を示 した。

一方
。MRSA1936とP.aeruginosa E-2と の混合

培養 系 にお いてABKはMRSA1936に 対 し,MIC

(0.78μg/ml)濃 度 において静菌的 に作用 し,2MIC

(1.56μg/m1)以 上 の濃度 においで作用濃度 に依存し

た殺菌作用を示し,P.aeruginosa E-2に 対 しては,

1/2MIC(0.78μg/ml)以 上の濃度において薬剤添加

1時 聞以後まで優れた殺菌作用を示 し,そ の後,1.56

μg/ml以 上 の濃度 において作用濃度に依存 した殺菌

作用が認められた。

(c)混 合 培養 におけるABKとIPMと の併用殺菌

効果

MRSA1371とP.aeruginosa No.52と の混合培養系

およびMRSA1936とP.aeruginosa E-2の 混合培養

系にお けるABKとIPMと の併用殺菌効果をFig.4

お よびFig.5に 示 した。

(1)Combination of ABK(0.78μg/ml)and IPM

MRSA 1936 P.aemnsa E-2

(2)Combination of ABK(0.39μg/ml)and IPM

MRSA 1936 P.arruginosa E-2

ABK:arbekacin,IPM:imipenem

Fig.5.Synergistic activity of combination of ambekacin

and imipenem/cilastatin against mixed culture of

MRSA 1936 and Pseudomonas aerugino5a E-2.
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MRSA1371とPaer昭no瓢No.52と の混合培養系

においてABK1.56お よび0.78μ9/πUとIPM　 O.78お

よび0.39μg/mlと の併用において,い ずれの菌株に

対 して も,各 単剤の殺菌効果に比較 し,優 れた殺菌効

果が認 められた。

一方
,MRSA1936とPaeruginosa E-2と の混合

培 養 系 に お い てABK 0.78お よ び0.39μ9/mlと

IPM　 O.78お よび0.39μ9/m1と の併 用において,い

ずれの菌株 に対 して も,各 単剤の殺菌効果 に比較 し,

優 れた殺菌効果が認 められた。

(d)接 種混合比の違いによる殺菌効果

MRSA 1371とPaeruginosa No.52と の混合培養系

にお い て,MkSA 1371:Paeruginosa No.52=107

CFU/ml:105CFU/ml(1:0.01)の 比 で接種 した場合

のABKとIPMと の併 用殺 菌効果 をFig.6に 示 し

た。

ABK1.56μg/ml作 用時においては,単 独で両菌株

に対 して優れた殺菌効果を示 し,IPMと の併用 との

効果の差 は認め られなかったが,ABKO.78μg/ml作

用時 においては,IPM(0。78ま た は0.39μg/m1)と

の併用において併用殺菌効果が認め られた。

3.添 加順序および添加間隔の検討

MRSA 1371とPaeruginosa No.52と の混合培養系

において,ABK 1.56μg/mlとIPMO.78μg/m1と の

併 用 時 お よ びABKO,78μg/mlとIPM 0.78μg/m1

併用 時における殺菌効果 を,そ の添加順序および添加

間隔の違 いにより検討 した。 その結果 を,Fig.7お

よびFig.8に 示 した。

いずれの組み合わせにおいても,同 時併用が もっと

も優 れた併用殺菌効果を示 したが,ABKを 先 行添加

した方がIPM先 行 添加に比較 し,優 れた併用殺菌効

果が認められた。

(1)Combination of ABK(1.56pg/ml)and IPM

(2)Combination of ABK(0.78pg/ml)and IPM

ABK:arbekacin,IPM:imipenem

Fig.6.Synergistic activity of combination of arbekacin

and imipenem/cilastatin against mixed culture of
MRSA 1371 and Pseudomonas aeruginosa No.52.
－ Synergistic activity according to the difference in

inoculum size(MRSA:P.aeruginosa=1:0.01)-
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MRSA 1371

MRSA 1371

P.aeruginosa No.52

P.aeruginosa No.52

ABK:arbekacin,IPM:imipenem

Fig.7.Synergistic activity of combination of arbekacin
and imipenem/cilastatin against mixed culture of MRSA
1371 and Pseudomonas aeruginosa No.52.
－ Synergistic activity according to the order and

interval of ABK and IPM/CS treatment-

(Concentrations of ABK and IPM/CS are 1.56 ug/ml
and 0.78pg/ml,respectively)

また,ABKを 先 行添加 した場合での添加間隔の検

討で は,MRSA1371に 対 し,IPMの 添 加時 間が遅

れるほど併用殺菌効果が減弱 した。一方,Paerugimaz

No.52に 対 しては,IPMの 添 加時間に関係 な く優れ

た併用殺菌効果が認められた。

4.電 子顕微鏡 による形態学的検討

MRSA1371とPaemginosaNo.52と の混合培養

系にお けるABKとIPMと の併用効果を走査型お よ

び透 過型 電 子顕 微 鏡 によ り形 態 学 的 に検 討 した

(Figs.9～11)。

そ の結 果,ABKO.78μg/ml単 独 作 用時 で は,

MRSA1371の 細 胞壁 の肥厚 とPaeruginosaNo.52

の伸 長化 がみ られるのみでったが,IPMO.78μg/m1

を同時併用す ると,MRSA1371の 溶菌お よび隔壁形

成 の異 常 とPaeruginosaの 溶 菌像が多 く観察 され

た。

5。 白血球減少マウスを用いた実験的感染症 に対す

るABKとIPM/CSと の併用治療効果

(a)単 独感染 に対す る各薬剤の治療効果

MRSA1371お よ びPaeruginosa No.52に 対 す

るABKお よびIPM/CSそ れ ぞれ単剤での治療効果

をTable2に 示 した。

いずれの薬剤 も接種菌量の増加 に伴い,治 療効果が

減弱 し,特 に,MRSA1371に 対 す るIPM/CSの 治

療効果 は,接 種菌量 を約10℃FU/mouse以 上 にする

とまった く認め られなか った。MRSA1371に 対 して

ABKは,IPM/CSに 比較 して優れた治療効果を示し

た。また,PaeruginosaNo.52に 対 しては,IPM/

CSの 方がABKに 比 較 し優れた治療効果 を示した。

(b)混 合感染 系におけるABKとIPM/CSと の併

用治療効果

MRSA1371とPaenugimsaNo.52と の混合感染
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MRSA 1371 P.aeruginosa Nn.52

MRSA 1371 P.aeruginosa No. 52

ABK:arbekacin,IPM:imipenem

Fig.8.Synergistic activity of combination of arbekacin
and imipenem/cilastatin against mixed culture of MRSA
1371 and  Pseudomonas aeruginosa No.52.

- Synergistic activity according to the order and in-

terval of ABK and IPM/CS treatment-

(Concentrations of ABK and IPM/CS are 0.78  ggirril
and 0.78pg/m1,respectively)

Table 2.Protective effects of arbekacin and imipenem/cilastatin against systemic infection caused by MRSA or

Pseudomonas aeruginosa alone in mice

(neutropenic mice)

ABK:arbekacin,IPM/CS:imipenem/cilastatin
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Fig. 9. Morphological observations by electron 

microscopy of untreated cells.

Fig. 10. Morphological observations by electron 

microscopy after treatment with arbekacin 

(0.78ƒÊg/ml) alone.
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Fig. 11. Morphological observations by electron 

microscopy after treatment with a combi-

nation of arbekacin (0.78ƒÊg/ml) and imipenem/ 

cilastain (0.78 kg/ml) .

系およびMRSA1936とP.aeruginosaE-2と の混合

感染系におけるABKとIPM/CSと の併 用治療効 果

をTable3に 示 した。

臨床投与比 の違いによる併用効果 を検討 したとこ

ろ,い ずれの組 み合わせ の系 において も投与比 が

ABK:IPM/CS=1:2.5の 場合が もっとも優れたFED

indexを 示 し,他 の投与比に比較 し,優 れた併用治療

効果が認められた。すなわち,MRSA 1371とP.aeru-

ginosa No.52と の混合感染系では,ABK:IPM/CS

=1:2 .5の 投 与比の場合,そ のFED indexは,0.534

で あ り,MRSA1936とP.aeruginosaE-2と の系で

は,0.447で あ り他の投与比 に比較し優れた併用効果

が認められた。

また,MRSA1371とP.aeruginosaNo.52と の混合

感染系において,P.aeruginosaNo.52の 接 種量 を

10倍 減少させた場合,そ のFEDindexが0.534か ら

0.338に な り併用治療効果の増強が認め られた。一

方,MRSA1371の 接種菌量の違いにおける併用治療

効果 については,一 方の方向性 は認め られなかった。

III.考 察

現在,基 礎 疾患 を有す る患者特 にcompromised

hostに 対 するMASAやP.aeruginosaに よる感染症

が臨床問題視 されている。

さらに,MRSAやP.aeruginosaに 対 して各種薬

剤の耐性化 が進み鋤 これ らの菌 は,難 治性感染症 の

原因菌として重要な位置を占めている。

これ らの菌に対 し,FOMと 各種薬剤 との併用鋤 を

はじめとして種々の併用療法が臨床的あるいは基礎的

に試みられ,そ の有用性が認 められている7～9)。

また,こ れらの菌 は,単 独菌感染症のみならず,複

数菌感染症 としても多 く認められ,特 にMRSA感 染

症におけるP.aeruginosaと の複数菌感染症 は,そ の

頻度 も多 く井上10),林 ら はMRSA感 染症 における複

数菌感染中P.aeruginosaの 感 染が約30%と もっとも

多いと報告 している。また,近 年 このような複数菌感

染症 を考 えた基 礎 的 な併 用療 法 の報 告 が み られ

る11,12)。そ こで,今 回我々は,MRSAとP.aeruginosa

の複 数菌感染症 を想定 し,こ れ に対 し,MRSA感 染

症の治療薬 として現在使用 されその有用性が認められ

ているABKI3)とP.aeruginosaを 始 めとして広い抗

菌スペ ク トラムを有 し,臨 床の場 において幅広 く使用

されてい るIPM/CSI4}と の併用効果を殺菌作用を指

標 としたin vitro試 験 お よび白血球減少マウスを用

いた感染治療実験 でのin vivo効 果 につ いて検討 し

た。その結果,in vitroお よびin vivoに お いて両薬

剤間に優れた併用殺菌効果が認められた。
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Table 3.Protective effects of the combination of arbekacin and imipenem/cilastatin against mixed infection
caused by MRSA and Pseudomonas aeruginosa in mice

(neutropenic mice)

併用療法において,そ の投与順序および投与間隔の

検討については,併 用効果をより強 く引 き出すための

重 要 な要 因で ある15)。今 回我 々の実験 にお いて,

MRSAとPaeruglinosaと の複数菌感染 に村 しては,

IPMを 先行添加す るよりABKを 先 行添加す る方が

強 い併用殺菌効果が認 められた。また,MRSA感 染

症 に対 するFOMと β-ラクタム剤 との併用において

も,FOMを 先 行添加 した方が より強い併用効果が認

められた という報告 もあるゆ。 さらに,混 合感染系 を

考 えた場合,菌 間での相互作用(各 菌株の単独での増

殖パターンと混合系での増殖パターンとの違い等)に

ついても併用効果 を考慮する必要があると思われる。

事実,我 々は,MRSAとPaerugzinosaをin vitroで

混 合 培 養 した場 合,Paeruginosaの 接 種 菌量が

MRSAと 同 時 か多 い場 合 に単独 培 養 に比較 し,

MRSAの 増殖が抑制 されるという所見 を得ている。

併用療法の大 きな効果の1つ として,他 剤の抗菌力

を補 うことが上 げられ る。今 回の報告においても,

ABKのMRSAに 対 する殺菌効果は,MRSA単 菌に

対 す る作 用 に比較 し,MRSAとPaerugzinosaの 混

合培養におけるMRSAに 対 して減弱する傾向にあっ

た。つまり,MRSA1371に 対 するABKの 殺菌効果
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は,単 独培養の場合は0.39μg/ml以 上 の濃度におい

て認められるが, P.aenaginosa の混合培養系の場合

は,1.56μg/ml以 上 の濃度でない と認 められない。

しかし,IPMと の併用 において,優 れた併用殺菌効

果が認められ,こ の観点においてもMRSAとP.aeru-

{物osaの 混合培養におけるABKとIPM/CSと の併用

療法は,十 分 に意義のある方法であると考 えられ る。
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Synergistic activity of combination of arbekacin and imipenem/cilastatin against

mixed culture and mixed infection of MRSA and Pseudomonas aeruginosa

Toshihiko Takata,Yumiko Takase,Yoshihiro Takayama,

Yoshinori Orikasa and Takashi Yoshida
Meiji Seika Kaisha,Ltd.Pharmaceutical Research Center,

760 Morooka-cho,Kohoku-ku,Yokohama 222,Japan

The synergistic activities of a combination of arbekacin(ABK)and imipenem/cilastatin
(IPM/CS)against mixed cultures of MRSA and Pseudomonas aeruginosa were examined.The
bactericidal effect of ABK against MRSA in the mixed culture was decreased as compared
with that in the culture of MRSA alone.A good synergistic effect was observed with the
combination of ABK and IPM in the mixed culture. On the other hand, the bactericidal
effect of ABK against P.aeruginosa in the mixed culture was similar to that in the cuture of
P.aeruginosa alone,and a good synergistic effect was observed with combinations of ABK
and IPM in the mixed culture.The bactericidal effect of ABK against MRSA was increased
when the inoculum size of P.aeruginosa was dcreased in the mixed culture.Synergistic
activity was the greatest under simultaneous treatment with ABK and IPM.Greater
synergistic activities were obtained by treatment with ABK precedence as compared with the
treatment with IPM precedence.In morphological observations with an electron microscope,
the thickening of the cell wall of MRSA and filamentous formation in P.aeruginosa were
observed after treatment with ABK alone.On the other hand, with the combination of ABK
and IPM,the lysis of cells of MRSA and P.aeruginosa as well as abnormal septum
formation in MRSA were observed. Finally,with respect to the protective effects on mixed
infection of MRSA and P.aeruginosa,the combination of ABK and IPM/CS was more
potent than ABK or IPM/CS alone.


