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【原著 ・基礎】

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus の世代時間と

vancomycinの 抗 菌 力 に 関 す る検 討

藤田 欣 一 ・長町 幸雄 ・鈴木 隆男

群馬大学医学部第一外科学教室*

(平成9年5月22日 受付 ・平成9年6月24日 受理)

メチシリン耐性黄色ブ ドウ球菌 (methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) の世代時間

(generation time)とvancomycin (VCM)の 抗 菌力 との 関係 を細 菌学的 な立場か ら検討 を行 った。そ

の結 果,

1) VCMの 抗 菌力 は菌 の培 養条件,す なわ ち対数期 と定常期,培 養 温度35℃ と30℃ の 比較 では

いず れ も世代時 間が長い条件下 の方が よ り低濃 度で菌の増殖 を抑 制 した。

2) 培 地 の条件 を変 えて臨床分離 のMRSA 25株 の 世代時 間 とVCMの 最 小発育 阻止濃度 (MIC)を

測 定 した。世代 時間は感受性測 定ブ イヨ ン(ニ ッス イ: STB)で は平均1.8時 間(h) (1.3～ 2.8h)で あ

ったが,培 地の成分 を1/2に した1/2STBで は2.1h (1.5～4.3h), 1/4STBで は4.0h (2.3～ 15.0h)

と培 地 の条件が悪 くな るほ ど長 くな った。VCMのMICの 感 受性 の ピー クは感性 デ ィス ク用培地N (ニ

ッス イ: STA)で は1.56μg/mlが21株 (84.0%), 1/2STAで は0.78μg/mlが21株 (84.0%), 1/4

STAで は0.78μg/mlが23株 (92.0%)で あ り培 地の条件 が悪 くなるほ どよ り低濃 度でMRSAの 増 殖

を抑制 した。 また培 地の条件 は変 えず に菌の培養温 度 を30℃ とした時 のMICは0.78μg/mlが 24株

(96.0%)と も っ とも多 く,35℃ の 時の1.56μg/mlが21株(84.0%)と 比 べて1/2の 濃 度 で抑 制 し

た。つ まりVCMの 抗 菌力 は菌の世代時 間が長 くなる条件 下 ほど強い傾向がみ られた。

3) MRSA25株 よ り一濃 度デ ィス ク法 にて選んだ代表3株 に対 してimipenem (IPM)を 作 用 させ

た時 の増 殖 曲線 を測定す る と,濃 度依存性 に世代 時間が長 くな り,そ の増殖 に影響 のみ られ る菌株 に対

す るVCMの 抗 菌力 は良好 であ った。 また,か か る菌株 に対 してVCMとIPMの 併 用 効果 はよ り強か

った。

以上,VCMの 抗 菌力 は菌の培養 条件,培 地 の条件,併 用す る薬 剤に よる世代 時 間の延長 に伴い抗菌

力 が強 くなった。
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院内感染症の原因菌の一つであるメシチリン耐性黄色プト

ウ球菌 (methicillin-resistant Staphylococcus aureus,

MRSA)は,多 剤耐性化傾向を示すため本感染症に対する治

療には困難をきわめているのが現状である。多剤耐性である

ため一部の抗 菌薬 を除 くと単剤 では 十分な抗 菌力 を示 さな

い。またβ-ラ クタム薬を中心にいろいろな併用効果が検討

され,そ の有効性 が臨床面でも証明 されてきている。たとえ

ば,β-ラ クタム薬とfosfomycin (FOM),β-ラ クタム薬

とア ミノグリコシ ド系薬,ペ ニ シリン結合蛋白(PBP)に

対 す る親和性の違 いを利用 した β-ラ クタム薬の併用 などが

報告 されている1～5)。そ の後1990年 代 にな り単剤で抗菌作

用の期待がで きるarbekacin (ABK), vancomycin (VCM)

が 市販 されMRSA感 染 症の治療上の問題は解決の方向へ向

かっている6～ 9)。

VCMは1958年 米 国でAmycolatopsis orientalisか ら分

離されたグリコペチ ド系薬である。現在 までMRSAに 対 し

ての明 らかな耐性上昇の報告 はない。VCMは 細 菌の細胞壁

の構 成 ブロ ックであるmurein monomerの 一 部である

D-alanyl-D-alanineに 結合 して,murein menomerが 細胞

壁の一部 として組み込まれるのを阻害する。その結果として

細胞壁合成をス トップすることで10), S.aureusを は じめと

するグラム陽性菌に対 して優れた抗菌力 を発揮する。しかし

グラム陰性菌に対 してほ とん ど抗菌力を示さない。 また投与

方法 を順守 しないと副作用 として腎毒性,ヒ スタミン遊離作

用などがあ り抵抗力の減弱 した高齢者にとっては致命的とも

な りうることもある7)。このためMRSAに 有 効な薬剤とは

いえその特徴を十分理解 したうえで使用する必要性がある。

一方細 菌学的な立場か ら抗菌薬の抗菌力 を検討する場合,

菌の生理的な条件,た とえば栄養状態,培 地中の金属 イオン

含有量 などによって抗菌力が影響を受けることが知 られてい
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る。 β一ラクタム薬は菌の増殖速度が遅 くなると抗菌力が低

下す ることが良 く知 られている11)。ア ミノ配糖体薬は培地中

のCa2+イ オ ン,Mg2+イ オ ンによって抗 菌力が影響 を受 け

る12)。VCMは 先 に述べた ように細胞壁合成初期段階を阻害

することか ら,β-ラ クタム薬のように菌の増殖 と抗菌力 と

の間に何 らかの影響が見 られるものと推定 される。本稿では

MRSAに 対 するVCMの 効 果を菌の世代時間との関係につ

いて基礎的立場か ら検討 したので報告する。

1. 材 料 および方法

1) 使 用 菌株

1989年 か ら1992年 の 間 に群 馬大学 第一外科 お よび

附属病院 において臨床材 料 よ り分離 されたMRSA 26株

を用いた。

2) 使 用 抗 菌薬

VCM(塩 野 義 製薬), imipenem (IPM,萬 有 製薬)

はそれぞれ力価 の 明 らか な標 品の供与 を受け用 いた。

3) 薬 剤 感受性測 定法

薬剤 感 受 性 測 定 は感 受 性 測 定 ブ イ ヨ ン (ニ ッス イ:

STB)お よ び感性 デ ィス ク用 培地N(ニ ッス イ: STA)

を用 い,化 学療法 学会標 準法 に準 拠 した13)。接 種 菌量 は

35℃1夜 培 養菌 液 を約4×106 cells/mlに な る ように

Buffered Saline Geratine (BSG)に て 調 整 し,こ の

5μ1を ミク ロプ ラ ン ター(佐 久 間製 作所)に て各 平板

に接種 した。30℃ お よび35℃ にて それぞれ18h培 養

後,最 小発 育阻止濃 度(MIC)を 求 め た。

4) 菌 の培 養条件 とVCMの 抗 菌力

微 生 物 自動 増 殖 解 析 シ ス テ ム (Bioscreen C,

Labosystems社: 総 代 理 店大 日本 製薬)を 用 いて菌の培

養 条件の 変動 とVCMの 抗 菌力 を検 討 した。 使用 菌株

を感受性測 定ブ イ ヨンにて30℃ お よび35℃ で18h培

養 し,一 部 は新 しい 同培 地 に接 種 後,同 温 度 にて2h

振 盪,菌 液 量 を約106cfu/mlに な るよ う調整 し4種 類

の条件 下の 菌液,即 ち(1)培 養 温度30℃,18h培 養 の

み:30℃ 定 常期(stationary phase cells), (2)培 養 温度

30℃, 18h培 養 後2h振 盪:30℃ 対 数期 (log phase

cells), (3)培 養 温度35℃, 18h培 養 のみ: 35℃ 定 常期,

(4)培養 温度35℃,18h培 養 後2h振 盪:35℃ 対 数期 を

調 整 した。 これ らの 各菌 液 にVCMの 各 濃 度0,0.2～

6.25μg/mlを 添 加 した。そ の後,た だ ちに4条 件 の菌

液の300μ1を マ イクロプ レー トのウ ェルに注 入 し5分

毎 に24h後 まで菌 の増殖 を測 定 した。 測定波長 は540

nmを 用 いた。

5) 培 地 の違 い に よるVCMの 抗 菌力

(1) 培 地 の違 いに よるMRSAの 世 代時 間

MRSAの 世 代 時 間をBioscreenCを 用 いて測定 した。

培地 は通常使用 す るSTBと そ の成分 を]ノ2に した1/2

STB,1/4に した1/4STBを 用 いた。 一定のOD (540

nm)が0.3か ら0.6に 達 す る時間 を世代時 間(h)と

して求めた。

(2) MRSAに 対 す るVCMのMIC

MRSA 25株 に 対す るVCMのMICを 通 常 使用 す る

STA,成 分 を1/2量 に して 寒天 で補 正 した1/2 STA,

1/4に し た1/4 STAの3種 類 の培 地 を作 製 し,化 学療

法学会標 準法 に準拠 し測 定 した。

6) 薬 剤 前処理 に よるMICの 変 化

MS 18273を1夜 培養 しその菌液 を約106 cells/mlに

な る よ うにBSGに て 調整 し, IPM 1.56～ 12.5μg/ml

お よ びVCM 0.20～1,56μg/ml各 濃 度の 薬 剤 を加 え

35℃,2h培 養 後,IPMお よびVCMのMICを 化 学療

法学会標準 法 に準拠 し測定 した。

7) IPMと の 併用 効果

Checkerboard dilution法 に てVCMとIPMの 単 独,

ま たはそ の組 み合 わせ の並列 希釈 薬剤含 有平 板 を STA

に て作 り,35℃ で の2薬 剤 間の 最小MICを 求 め た。

また これ らMRSA 25株 よ り一濃 度 デ ィス ク法 に て

IPMのMICの 異 な る3株,高 度耐 性株MS 18274

(IPMのMIC: 100μg/ml),そ れ 以外 か らMS 18273

(MIC: 25μg/ml)お よ びMS18269 (MIC: 1.56μg/ml)

を 選 び,IPMに よ る 菌 の増 殖 曲線 を求 め た。 方法 は

Bioscreen Cを 用 いてIPM 0, 0.0125～ 100μg/ml各 濃

度での18hま で の増殖 曲線 を求 めた。

II. 結 果

1) 菌 の培 ・養条件の変動 とVCMの 抗 菌力

Fig.1に 今 回検討 した4条 件下 での増殖 曲線 を示す。

培 養温度30℃ お よび35℃ の条 件,対 数期 お よび定常

期2条 件 下 の 菌株 を,そ れ ぞ れ用 い た4条 件 下 で,

VCM各 濃 度の 菌の増殖 に対 す る影響 を調べ た。そ の結

果,35℃ 対 数期の菌 にお いては, VCMO.2～ 6.25μg/ml

の 濃 度で は菌 の増 殖 は薬 剤無 添加 の 対照 とほぼ 同 じで

あ った。 しか し0.78μg/mlで は 対照 に比 べ増 殖 に影響

がみ られ,1.56μg/mlの 濃 度で は約15hま で 菌の増 殖

が抑制 され,19h後 に は再 増殖 を認め た。 これ に対 し

て35℃ 定常期 の菌 に対す るVCMの 増 殖 曲線 に対す る

影 響は,0.78μg/mlで は 対数期 の1.56μg/mlに 類 似 の

傾 向 を示 し,1.56μg/mlで は 菌の増 殖 は24h後 で もま

った く認め られなか った。

次に30℃ 対数期の菌株では, VCMの 濃 度が 0.78μg/ml

以 下 で は菌 の増 殖は35℃ 対数 期のそ れ と極端 な違 いは

み られ なか ったが,1.56μg/mlで は 菌の増殖 を24h後

まで完全 に抑制 した。一方30℃ 定常期 の菌の増殖 は対

照 それ 自体 も悪 く,そ れ と共 に0.39μg/mlで は15h後

まで菌 の増殖 は認 め られず,20h後 の 増殖 は35℃ 定

常 期の0.78μg/mlの 結 果 に近 かっ た。 またこの条件 下

では0.78μg/mlで 菌 の増殖 を24hま で 完全 に抑制 し

た。 以上 の 結 果 はVCMの 菌 の増 殖 に対 す る作 用 は,

培 養条件 に よ り変動 し,対 数期 よ りも定常期,35℃ よ

りも30℃ の 方が,よ り低濃 度で効果的 に菌の増殖 を抑

制 す ることを示 してい る。
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(A)

(B)

Fig. 1-A. Inhibition of proliferation by vancomycin 

against methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

MS 15576 under different culture conditions

2) 培 地 の違 い によるVCMの 抗 菌力

使 用培 地 と世代 時 間の関係 をMRSA 25株 を用 い て

調べ た。そ の結 果STBで は平均1.8h (1.3 ～ 2.8h)で

あ った世代時 間が,1/2 STBで は2.1h (1.5 ～ 4.3h),

1/4 STBで は4.0h (2.3 ～ 15.0h)と 培 地 の条件 が悪 く

な るほ どMRSAの 世 代 時間 は長 くな った。 この25株

か ら選 んだ代表3株 の世代 時 間をTable 1に 示 した。

MS 18274で はSTBで2.0hで あ った世代時 間が 1/2

STBで は2.3h,1/4 STBで は2.5hと 長 くなった。

MS 18273で はSTBと1/4 STBを 比 べ る と1.0h, MS

18269で は0.5hそ れ ぞ れ長か った。 また培 地 の条件 は

変 えず に30℃ と35℃ 下 での世 代時 間 を比 較す る と,

MS 18274で は1.0h, MS 18273で は1.0h, MS

18269で は0.5h共 に長 か った。

以上 の結果 を もとに して,次 にMRSA25株 の VCM

のMICを3条 件 の培地(STA, 1/2 STA, 1/4 STA)

を用 い て比 較測定 した。 その結果 をTable 2に 示 した。

STAで は1.56μg/mlを 示 す株 が23株 (92.0%)で

0.78μg/mlは2株(8.0%)で あ った。1/2 STAで は

0.78μg/mlを 示 す株 は21株(84.0%)と 増 え, 1/4

STAで は0.78μg/mlは23株(92.0%)と な り,培 地

の条件 が悪 くなるほ ど,明 らか によ り低濃度でMRSAの

(A)

(B)

Fig. 1-B. Inhibition of proliferation by vancomycin 

against methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

MS 15576 under different culture conditions

Table 1. Generation time of MRSA strains under different cul-

ture conditions

Table 2. Sensitivity distribution of MRSA against vancomycin 

under different culture conditions
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増殖 を抑 制 した。 しか も1/4 STAで は 1.56μg/ml

のMICを 示す菌株は検出されなかった。また培養温度

を30℃ とした時STAで は24株(96.0%)が 0.78μg/ml

を示し,こ の結果は35℃ の1/4STAと ほぼ同 じ結果で

あった。つまり世代時間が長 くなる条件ほどVCMは よ

り低い濃度でMRSAの 増殖を抑制 した。

3) IPM作 用時の世代時間

MRSA25株 より選んだ代表3株 に,IPMを 作用さ

せた時の各濃度での世代時間を検討 した。IPM高 度耐

性株であるMS18274の 増殖曲線 はIPMの 濃度が

6.25μg/mlか ら25μg/mlま では薬剤無添加の対照とほ

ぼ同じ曲線を描 き,50μg/mlの 濃度で9h後 よ り再増

殖を認めた。 しか しMS 18273とMS 18269は 共に

IPMの 濃度が高 くなるにつれてその増殖が抑制 され,

再増殖す る時間も濃度を上げると共に徐々に延長した。

Table 3に3株 のIPM各 濃度における世代時間を示す。

MS 18274で は50μg/mlの4.5hを 除いて各濃度の世

代時間は2.0h～2.3hで 対照の2.3hと ほぼ同程度で

あったが,MS 18273,MS 18269はIPMの 濃度の上

昇と共に世代時間は延長した。

4) 薬剤前処理によるMICの 変化

IPMま たはVCM単 剤で処理 した菌に対する VCM

とIPMのMICをTable 4に 示す。IPMの 各濃度で処

理 した菌に対するVCMのMICは,未 処理菌に対する

MIC(1.56μg/ml)よ りも1/2～1/8低 い値であった。一

方,VCM処 理菌に対す るIPMのMICは 未処理菌の

MIC(25μg/ml)と 同 じであ り,VCMの 濃度を変え

ても変動は認められなかった。

Table 3. Generation time of MRSA strains in the presence of 

imipenem

Table 4. MICs of VCM and IPM against MRSA MS 18273 pretreat-

ed with either imipenem or vancomycin

5) VCMとIPMの 併 用効果

IPMが そ の濃 度条件 においてMRSAに 対 す る増 殖 に

影響 を与 え るこ とか ら,IPMとVCMの 併 用 を世代 時

間の延 長 との関係 か ら検 討 した。MRSA25株 に 対 す

るVCMとIPMの 単 剤 でのMIC,お よ び両薬剤 を併 用

した時 のMICをFig.2に 示 す 。 単剤 で はVCMの

MICは23株(92.0%)が1.56μg/mlで あ り,そ の他

2株 は0.78μg/mlで あ った。IPMは0.39μg/mlか ら

100μg/mlの 範 囲内 にあ り,6.25μg/ml以 上 の株 は19

株(76.0%)で,特 に100μg/mlを 示 す高 度耐性 株が4

株 であ った。

次 に両薬剤 を併用 し,そ の効果が認め られ た時の MIC

を 見 ると,VCMで は18株 (72.0%)が0.2μg/血l, 4株

(16.0%)が0.39μg/ml,3株 (12.0%)が0.78μg/mlで

あ り,ほ とん どの菌株 のMICは1/8も 低 下 した。IPM

で はすべ ての株が1.56μg/血1以 下 とな り感受性の ピー ク

は0.39μg/mlの15株(60.0%)で あ った。

III. 考 察

生体 内にお いては細菌の世代 時 間は, in vitroよ り も

長 い と報告 され て い る14).今 回,我 々 はin vitroで

MRSAの 世 代 時 間の変動 とVCMの 抗 菌 力 につ いて検

討 を行った。そ の結 果,VCMの 抗 菌力 は対 数期 よ りも

定常期 の菌,35℃ よ りも30℃,さ らに培地 条件 を変 え

た結 果,い ずれ も世代 時 間が長 くなる条件 下でVCMは

よ り低 濃度でMRSAの 増 殖 を抑 制 した。生体 内にお け

る感染 時 には,細 菌の 世代 時 間が 長 くな る こ とを考 え

る と,VCMの 抗 菌力 はin vitroよ り もin viuoに お い

て強 い こ とが予 想 され よう。 しか し感 染時 の生 体 内 に

お いて かか る条件 を設 定す るこ とは実 際 には不 可 能で

ある。 そ こで その他 に世代 時 間 を変化 させ るため の条

件 を設定 し,VCMの 抗 菌力が どの よ うに変動す るか調

べ た。

我 々が 日常み るMRSAの 特 性 と して,一 濃 度デ ィス
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(A)

(B)

Fig. 2. Correlation of MICs between imipenem and vancomycin in 25 

strains of MRSA

ク法でのβ-ラ クタム薬において二重阻止円や阻止円内

の集落の発育が認め られる。これはMIC以 下でもその

薬剤によって菌の増殖が抑制 されたためである。本実

験ではIPMを 使い臨床分離のMRSA25株 に対する増

殖にお よぼす影響を調べ た。その結果,薬 剤濃度に関

わ らず対照 とほとんど同 じ増殖曲線 になる高度耐性株

(IPMのMIC: 100μg/ml)と,濃 度依存性にその増殖

が抑制 される2株 (IPMのMIC: 25μg/ml, 1.56μg/

ml)の 代表的菌株3株 を選んだ。 これ らの3株 に対 し

てVCMとIPMの 併用を試みると,前 者では効果の認

め られた時のVCMの 濃度は,単 剤の時のMICと 比べ

良 くて1/2低 くなるだけである。それに対 して後者の

株では1/4か ら1/8も 下がっている。また後者の1株

に対 してIPMに て前処理した菌のVCMのMICを 測

定す ると,未 処理の時のMICよ り1/2～1/8低 下 し,

しかも濃度依存性にVCMの 抗菌力が強 くなった。一方,

VCMで 前処理 した時はIPMのMICに は変化が認めら

れなかった。その理由は,IPMは 黄色ブ ドウ球菌に対

してPostantibiotic effect (PAE)を 示す ことが知 られ

てお り,前 処理することによってPAE効 果で世代時間

が延長 されるためにVCMの 抗菌力が強 くなったと考え

られる。一方VCM前 処理 した場合にも世代時間は延長

するが,IPMは 増殖期菌 と同様定常期初期菌のような

増殖速度の遅い菌に対 しても抗菌力を発揮することか

ら,VCM前 処理菌と未処理菌に対するMICの 差が認

め られなかった と考 えられ る。つ まり菌の培養条件や

培地の条件 だけでな く,薬 剤 によって も菌の世代時間

は長 くな り,そ の結果,VCMの 抗菌力が増殖 したと考

えられる。小林 らがVCMとIPMの 合剤はIPM耐 性

である多 くのMRSAに 対 して優れた併用効果を示 した

と報告 しているが151,こ の理由については述べていない。

今回の我々の実験結果か ら,世 代時間の延長が優れた

併用効果を発揮す る1つ の理由と考えられる。 しかし

薬剤の他の要因も抗菌力に影響を与えていると思われ,

その要因の検索は今後の課題の一つである。

β-ラ クタム薬は一般 には増殖期の細菌にもっとも高

い活性 を発揮するが,そ の中でcefminox (CMNX)は,

他のβ-ラ クタム薬と違い定常期初期の細菌にも抗菌力

を発揮することが知 られている16,17)。その理由はペプチ

ドグリカンの断片を遊離す る活性が強いことが原因と

推定 されている。VCMは ペプチ ドグリカンの架橋阻害

反応が比較的遅 いため,菌 の増殖速度が速い条件下で

はVCMの 標的となる架橋の合成量が増え,結 果的に十

分阻害作用が発揮できないと考えられる。一方,菌 の

増殖速度が遅い場合,当 然架橋量は対数期のそれに比

べ量的に少 なく,結 果としてVCMは それらを十分阻害

するものと考えられよう。 この点について菌の増殖速

度の変動 と,VCMの ペプチ ドグリカン層への結合の割

合を,放 射性VCMを 用いることにより,よ り明らかに

なるものと考えられる。VCMは ペプチ ドグリカンの架

橋 を阻害するβ-ラ クタム薬 との併用作用が認め られる

ものの,ア ミノ配糖体薬 とは併用作用が見 られないこ

とは,こ れらの可能性を示していると思われる。

アメリカを中心にVCM耐 性腸球菌が分離されるな

ど,わ が国において もその使用量の増加や年数が経過

すると共に,今 後VCM耐 性菌検出の可能性 も否定でき

ない18～22)。腸球菌から黄色ブ ドウ球菌にVCM耐 性遺伝

子の伝達が実験的に証明されてお り23), MRSAに 対し

てのVCMの 安易な使用は,耐 性菌出現の危険性が考え

られよう。

以上 よりMRSA感 染症,特 に呼吸器感染症に対 して

VCMの 臓器移行性 は悪いと報告 されているが, IPM
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を先行投与 しVCMを 併用すれば,そ の抗菌力が増 し臨

床的治療効果があがる可能性が考えられる。
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Generation time of methicillin-resistant Staphylococcus aureus and 

the antibacterial activity of vancomycin

Kin-ichi Fujita, Yukio Nagamachi and Takao Suzuki

The First Department of Surgery, Gunma University School of Medicine, 

3-39-22, Showamachi, Maebashi, Gunma 371, Japan

The relationship between the generation time of methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) and the antibacterial activity of vancomycin (VCM) was examined bacteriologically. When 
the antibacterial activity of VCM under 2 culture conditions was compared, a lower concentration 

of VCM inhibited bacterial proliferation under the condition that prolonged the generation time. 

In various media, the generation time of MRSA and the minimal inhibitory concentration (MIC) 

of VCM were measured in 25 strains of MRSA isolated from patients. The generation time of 

MRSA was prolonged under poorer medium conditions, and a lower concentration of VCM inhibit-

ed MRSA proliferation under more unfavorable medium conditions. Three representative strains 

selected from the 25 MRSA strains by the one-concentration disc method were treated with 

imipenem (IPM), and the proliferation curve was determined. The generation time of MRSA was 

prolonged in a dose-dependent manner. The antibacterial activity of VCM against strains showing 
an effect on proliferation was good. Furthermore, the effect of combination therapy with VCM and 

IPM on these strains was much stronger. Therefore, the antibacterial activity of VCM was 

enhanced depending on the temperature of the culture, bacterial growth phase, medium condition, 

and prolongation of generation time by addition of the combined drugs.


