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近 年 、penicillin耐 性Streptoooccus pnewnoniae(PRSP)の 増 加 が 注 目 され て い る。 そ こで,本 菌 の

迅 速 で 簡 易 な検 出 を 目的 に選 択 培 地(PRSP-SM)を 作 製 した。 培 地 組 成 は,TrpticaseSoyIIAgar

に5%ヒ ツ ジ血 液 を添 加 した 培 地 に,選 択 剤 と してoxacillin 0.1mg/l,aztreonam 10mg/l,gentami-

cin 5mg/lを 添 加 し た 。PRSP-SMの 選 択 性 は,penicillin感 受 性S.pneumoniae(PSSP)112株 中

91株(81%)の 発 育 を阻 止 し,PRSP 70株 に つ い て は,100%の 発 育 が 認 め られ た。 グ ラ ム 陰 性 菌 群

につ い て は,Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia,Serratia marcesoens,Xanthomonas

maltoPhliaの 一 部 の 株 に 発 育 が 認 め られ た も の の,そ の 他 の 菌 種 は発 育 を阻 止 し た。 ま た,今 回使 用

し た各 選 択 剤 の経 時 的 力 価 変 動 につ い て検 討 し た結 果,4℃ 冷 蔵 保 存 した場 合,oxacillinで42日 間,

aztreonam,gentamicinに つ い て は,90日 間 安 定 し た成 績 が得 られ た。 臨 床 検 体 をPRSP-SMに 直 接

塗 布 し た 場 合,翌 日 にPRSPの 存 在 が 推 定 で きた 。 ま た,本 菌 種 と同 時 に検 出 さ れ る こ とが 多 い ハ

aeruginosa,Haemophilus influenzae,Staphyloooccus aureus,Branhamella catarrhalisな ど を発育 阻

止 す る と と もに,PSSPと の混 在 例 につ い て もPRSPを 正 確 に検 出 す る こ とが で きた。
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Streptococcus pneumniaeは,肺 炎 や慢 性 気 道 感 染 症 な

どの起 炎 菌 と して その検 出率 は高 い。 本 菌種 は,penicillin

系抗 菌薬 に高 い感 受性 を示 す ため に,従 来 は,治 療 上 あ ま り

問 題 とな る こ とは なか っ たが,1967年 に初 め てオ ー ス トラ

リア でbenzylpenicillin (PCG) に 対 し,MIC値 が0.1μg/

ml以 上 を示 す耐 性株 が分 離 され て以来1),国 際的 に波及 し,

わ が国 にお いて も分離例 が 多数報 告 され,化 学 療法 上大 きな

問題 とな りつつ あ る。 今回我 々 は,臨 床材 料 中の耐性 株 を確

実 か つ迅 速 に検 出 す るた め に,PCG耐 性S.pnewnoniae

(PRSP)の 選択 培 地(PRSP-SM)を 考 案 し,基 礎 的検 討 と

臨床 材料 への応 用 を試 み若干 の知 見 を得 たので報 告 す る。

I. 材 料 お よび 方 法

1. 供 試 菌 株

1989年 か ら1994年 まで の 当 院 で 分 離 され た 臨 床 分 離

株,Escherichia coli 8株,Klebsiella pneumoniae 12

株,Serratia marcescens 11株,Enteroba6ter cloacae

8株,Enterobacter aerogenes 8株,Pseudomonas aeru-

ginosa 34株,Acinetobacter baumnii 21株,Xantho-

monas maltophilia 5株,Pseudomnas cepacia 4株,

Haemophilus influenzae 17株,Haemophilus paminflu-

enzae 17株,Haemophilus parahaemlyticus 9株,Bra-

nhamella catarrhalis 7株,Neisseria spp. 6株 の グ ラ

ム陰 性 菌 群14菌 種167株 とStaphyloooccus aureus 26

株,Staphylooo6cus epi4ermidis 13株,PCG sensitive

S.pneumniae (PSSP) 112株,PCG resistant S.pne-

umoniae (PRSP) 70株,Streptococcus pyogenes 6株,

Streptococcus spp.18株,Enterococcus faecalis 7株,

Enterococcus faeoium 2株,Corynebacterium xemsis

2株,Candida albicans 9株,Candida tropi6alis 3株

の グ ラ ム 陽 性 菌 群11菌 種272株 を 用 い た 。 な お,S

pneumonSaeの 同 定 は,5%ヒ ツ ジ 血 液 加Trpticase

Soy II Agar培 地(BECTON,DICKINSON)を 用 い

5%炭 酸 ガ ス下 で35℃20時 間 培 養 した 後,菌 集 落 が α

溶 血 性 を呈 し,集 落 中 央 部 が 陥 没 した形 態 を とる グ ラ ム

陽 性 の 双 球 菌 で,3%カ タ ラー ゼ試 験 陰性,肺 炎 球 菌 鑑

別 用 オ プ ト ヒ ン デ ィス ク(栄 研 化 学)を 用 い,13mm

以 上 の 阻 止 円 を 形 成 し た株 で,か つ10%デ オ キ シ コ ー

ル 酸 ナ ト リ ウ ム2)に よ る 胆 汁 酸 溶 解 試 験 陽 性 株 をS

pneumoniaeと 同 定 した 。 ま た,PRSPの 判 定 は,ben-

zylpenicillin(PCG,明 治 製 菓)に 対 す るMIC値 を 日

本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 準 じ3)自 家 調 整 し,MIC-2000

を 用 い た ミ ク ロ ブ イ ヨ ン 希 釈 法 に て 測 定 し,PCGの

MIC値0.1μg/ml以 上 を示 した株 を耐 性 株 と判 定 した 。

2. 選 択 培 地 の 作 成

1) PCGとMPIPCのMIC値 の相 関

1989年 か ら1994年 まで の 当 院 で 分 離 され たSpneu-

moniae 110株 を使 用 し,日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に準

じ,PCGとoxacillin(MPIPC,萬 有 製 薬)ミ ク ロ ブ イ

ヨ ン希 釈 法 に て 測 定 した。

2) 選 択 培 地 組 成

PRSP-SMは,Trypticase Soy II Agar (TSAII)

40gを950mlの 精 製 水 に懸 濁 し,オ ー トク レ ー プ で 滅

*長 崎市坂本1丁 目7-1
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菌 し,50℃ 付 近 まで冷 却 後 ヒツ ジ血 液50m1と 選 択 剤 と

してoxacillin(MPIPC,萬 有 製 薬)0.1mg,gentami-

cin(GM,エ ツセ クス)5mg,aztreonam(AZT,エ ー

ザ イ)10mgの3抗 菌 薬 を 同 時 に添 加 し作 製 した 。

3)選 択 培 地 選 択 力 の経 時 的 変化

PRSP-SMの 選 択 性 の経 時 的変 化 は,5%ヒ ツ ジ血 液

加TSAIIに,MPIPCを 終 濃 度 として(0.78,0.39、0-2,

0.1,0.05,0.025mg/1)の6段 階 濃 度,GMを 同 じ く

終 濃 度 と して(50,25、12.5,6.25,3.13、1.56mg/1),

AZTも 同様 に終 濃 度 と して(100,50,25,12.5、6.25,

3.13mg/l)各 々 を添 加 した抗 菌 薬 含 有 培 地 を作 成 し た。

作 成 した培 地 は た だ ち に真 空 パ ッ ク し,使 用 す る まで は

4℃ に て 保 存 し た 。 抗 菌 薬 力 価 測 定 株 と し て は,

MPIPCは,S.aumasとS.pneumoniaeの2菌 種,

GMは,E.faecalis,AZTは,A.baumanniを 使 用 し

た 。 測 定 方 法 は,各 々 の 菌 株 を 滅 菌 生 理 食 塩 水 で

McFarland1.0と な る よ う に懸 濁 し,そ の 懸 濁 液 を滅

菌 生 理 食 塩 水 で104倍 希 釈 した菌 液 を,そ れ ぞれ 対 象 と

す る選 択 剤 含 有 培 地 に スパ イ ラ ル プ レー タ ーD型(ス パ

イ ラ ル 社)を 用 い47μ1ず つ塗 布 し た。 塗 布 後35℃5%

炭 酸 ガ ス下20時 間 培 養 し,各 々 の 菌 種 の発 育 性 を培 地

調 整 当 日か ら7日 間 隔 で91日 計14回 測 定 し た。

4)臨 床 材 料 へ の応 用

PRSP-SMの 臨 床 材 料 へ の 応 用 と し て,1991年1月

か ら同 年12月 まで の 当 院 で 日常 検 査 と して 提 出 され た

喀 疾 を 一80℃ に凍 結 し,Spneumoniaeが 検 出 さ れ た

喀 疾(同 一 患 者 検 体 を省 く)43検 体 を対 象 に,そ の喀

疲 を室 温 で融 解 後,ス プー ター ザ イ ム(極 東 製 薬)に て

喀 疾 溶 解 し,滅 菌 生 理 食 塩 水 で102倍 ・104倍 に 希 釈 し

た 。 希 釈 した 検 体 を,ス パ イ ラ ル プ レー タ ー を 用 い.

PRSP-SMと コ ン トロ ー ル と して抗 菌 薬 無 添 加 のTSA

IIヒ ツ ジ血 液 寒 天 培 地 お よ びTSAIIヒ ツ ジぬ 液 寒 天 培

地 にGM5mg/1,AZT10mg/1の2薬 剤 を添 加 した3

種 の 培 地 に 塗 布 し た 後 に 培 養 し,S.Pneumoniaeの 発

育 菌 数 を比 較 検 討 した。

II.成 績

1.PCGとMPIPCのMIC値 の相 関

S,pmmmmiae110株 につ い てPCGとMPIPCのMIC

値 を測 定 し た結 果 をFig.1に 示 した 。 両 者 の相 関 性 は,

相 関 係 数r=0.902,回 帰 式y=0.208X-0.007と 高 い

相 関 性 が 認 め ら れ た 。PCGで 感 受 性 の上 限 で あ る0-05

μg/ml以 下 を示 す82株 の うち,MPIPCの0.1μg/mI以

下 が66株(66/82;80。5%)で あ っ た。 ま た,PCGが0.025

μg/ml以 下 を示 し た株 は67株(67/82;82%)存 在 し,

そ の67株 中63株(94%)は,MPIPCで も0.1μg/ml以

下 で あ っ た 。PCGで0.1μg/ml以 上 を 示 し たPCG耐

性 株28株 の す べ て の 株 が,MPIPCで は0.78μg/ml以

上 を示 し た こ と か ら,MPIPCを0.1μg/ml培 地 中 に添

加 す る こ と に よ り約20%の 感 受 性 菌 群 を含 む も の の 耐

Fig. 1. MIC distribution of benzylpenicillin and oxaci-
llin against Streptococcus pneumoniae.

性株 と感受性株 とが区分化された。

2.選 択性の検討

PRSP以 外の菌種の発育を抑制するために,MPIPC,

AZT,GMを 加 えたPRSP-SMで の発育 抑制効 果 を

Table1に 示した。PSSP112株 中91株(81%)が 発育

阻止 されたが,PRSP70株 は,す べて発育が認 められ,

本選択培地の偽陽性率は約19%程 度,偽 陰性率 は0%

であった。本菌種以外のグラム陰性菌群14種167株 の

選択性 を確認 した結果,発 育が認められた菌種 は,P

aemginosa34株 中5株(15%),Pcepacia4株 中2株

(50%),Ｓ.7mrcescms11株 中1株(9%),Xmlto-

Phlia5株 中1株(20%)に 発育が認められたものの他

の菌種は。すべて発育 を阻止された。

3.選 択剤の経 日的力価変動

培地中の選択剤の経 日的力価変動をFig.2に 示 した。

MPIPCに ついては,培 地作製後42日 目でL管 程度の

力価の低下が認められたものの,GMとAZTに ついて

は,91日 間安定 した成績が得 られた。 したがって,本

選択培地 は,4℃ で冷蔵庫に保存 した場合,培 地作製後

1か 月程度十分に安定 した成績が得られ るものと思われ

る。

4.臨 床材料への応用

今回我々が作製 したPRSP-SMの 臨床材料への応用

として,当 院でS.pneuoniaeが 検出された喀疾43例

について検討 した結果をFig-3に 示 した。PRSPが 検

出されなかった29例 では,TASIIヒ ツジ血液寒天培

地上のS.pneumon毎eの コロニー数 とGM・AZTの み

の選択剤 を添加 したヒツジ血液寒天培地上のコロニー数

とがほぼ同数であった。また,PRSPが 検 出された14

例 について,PRSP-SMと 対照 としてGM,AZTの み

を添加 した ヒツジ血液寒天培地上のSPneumoniaeの

コロニー数 とを比較すると明らかに差が認 められた検体



VOL.43 NO.7 ペニシリン耐性肺炎球菌選択培地の基礎的検討 681

Table 1. Percentage of grown strains incubated in selective

medium for PCG-resistant Srtreptococcus pneumoniae

(1) gram-negative bacteria

(2) gram-positive bacteria

oxacillin
S. aureus A

gentamicin
E. faecalis

oxacillin c
S. pneumoniae

aztreonam
A. baumanii

Fig. 2. Daily change in drug activity in the medium

against various organisms.

が14例 中2例 検出され,こ れらの検体を精査 した結果,

PSSPとPRSPの 混在例 によることが判明 した。

III.考 察

PRSPは,1967年 にHansmanに よりオー ス トラ リ

アで初めて無ガンマグロブリン血症 をもつ気管支拡張症

患者の喀疾 よ り分離 されη,さ らに1977年 に南アプ リ

PRSP positive
No. of cases 14

PRSP negative
No. of cases 29

A ; TSA II blood Agar
B; TSA II blood Agar containing gentamicin (5 mg/I), aztreoriam ( Wale)
C; TSA II blood Agar containing gentamicin (5 mg/I ), aztreonam ( 10 mg/ml ). oxacillin (0.1 mg/1)

Fig. 3. Number of viable pneumococci from sputum

on TSA H blood Agar and on selective TSA II

blood Agar.

カのヨハネスブルグでβ-ラクタム薬 をはじめ とする多

剤耐性 のS.pneumoniaeに よる感染症が多発 し,次 第

に注目されるようになった4)。わが国において も1980

年代後半から諸施設 よりPRSPの 分離頻度の増加が報

告されており5～9),当院で も1987年 に初めて分離 されて

以来,1990年 では19.6%,1992年 では38。5%と 急増の

傾向を示 している。また,本 菌による化膿性髄膜炎7.8.10)

や肺炎による死亡例などが報告され11),治 療上の問題 と

なっている。乳幼児における本菌の感染症では,死 亡率

や後遺症発生率が高いことから,感 染初期における適正

な抗菌薬の選択が治療上 もっとも重要である。 しかし,

臨床細菌検査では,検 出菌 は分離培養時に外観情報のみ

で推定判断 し釣菌するため,他 菌種 と混在するPRSP

の検出は困難であ り,さ らにPRSPとPSSPと の混在

例 は,検 出できない可能性が高い。今回は,臨 床材料か

らPRSPを 確実に検出することを目的に,ま た同時 に

PRSPの 可能性 を迅速に疑 える選択培地 を試作 した。

本選択培地の選択剤 としてMPIPCを 用いたが,PCG

は培地中に添加後の安定性が短期間であり,実 用性に乏

しかったため安定性が高 くかつS.pneumoniaeに 対す

るMIC値 がPCGと の相関性 が高 いMPIPCを 代用す

ることにより,42日 間培地中での安定性が得 られた。

PRSP-SMは,MPIPCO.1mg/1,GM5mg/1,AZT

10mg/1を 添加することにより,大 部分のグラム陰性菌

群 と約60%のS.aureusを 発育阻止するため,比 較的

S.pneumoniaeと 同時に検出されることが多いP.aeru-

ginosa, H. influenzae, S. aureus, B. catarrhalis を発

育阻止するとともに,約80%のPSSPも 発育阻止する

ため,臨 床検体 を直接塗布 した場合,翌 日に耐性株存在

の疑いが推定できた。また,実 例 として同一喀出疾で非

選択培地上のPSSPが6×107CFU/ml検 出 された検体

中 に,PRSPが1×106CFU/m1検 出 さ れ た例 や,

PSSPが1×106CFU/m1中 にPRSPが5×105CFU/m1

検出された例などが確認された。このように,同 一検体
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中の同一菌種に,薬 剤感受性の異なる菌株が混在する例

において,耐 性株の存在を証明することは特定の抗菌薬

を特定濃度添加 した選択培地 を用い検体を直接塗布 しな

いと検出はきわめて困難である。従来の分離培地上に発

育 したコロニーの外観情報のみか ら1～2株 を釣菌 し実

施する薬剤感受性試験では,釣 菌した菌株についての薬

剤感受性成績 しか得 ることができず,検 体全体 を対象と

する耐性株の存在 を証明することはできない。 したがっ

て,乳 幼児の肺炎,敗 血症,化 膿性髄膜炎など本菌種を

強 く疑 う場 合,PRSP-SMを 使 用す る ことに よ り.

PRSPを 迅速かつ確実に検 出することは,治 療学上重

要であると思われる。
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Development and evaluation of a new selective agar plate

for penicillin-resistant pneumococci (PRSP)

Junichi Matsuda, Kazuyuki Sugawara, Ryoji Yoshida,

Kazunori Tomono and Mitsuo Kaku
Department of Laboratory Medicine Nagasaki University School

of Medicine, 1-7-1, Sakamoto, Nagasaki 852, Japan

Penicillin-resistant pneumococci (PRSP) have been increasing recently in our hospital. The

percentages of penicillin-resistant strains in isolated pneumococci were 38.5% in 1992, 33% in 1993

and 34% in 1994. We developed a new selective agar plate for PRSP (PRSP-SM). Briefly, we

added oxacillin (0.1 mg/I), aztreonam (10 mg/l) and gentamicin (5 mg/l) to Tripticase soy II agar

supplemented with 5% sheep blood. In these agar plates, 100% (70/70) of PRP grew and 81%

(91/112) of penicillin-sensitive pneumococci (PSSP) did not grow. However, some gram-negative

rods (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Serratia marcescens, Xanthomonas maltophilia)

also grew. Antibiotics in the agar plates stored at 4•Ž were active enough for 42 days (oxacillin)

or 90 days (aztreonam, gentamicin). In these agar plates, PRSP in the clinical samples grew by

overnight incubation, however major contaminant organisms, P. aeruginosa, Haemophilus

influenzae, Staphylococcus aureus, Branhamella catarrhalis and PSSP almost never grow.


