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1994年 か ら1997年 ま での4年 間 に千葉大 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

菌計2,793株 を 用 い,各 種抗 菌薬 に対す る感受性 について検討 したのでその成績 を報告す る。耐性の判

定 は原則 と してNCCLSの 基 準 に従 った。緑膿 菌2,793株 に 対す るpiperacilhn(PIPC), ceftazidime

(CAZ), cefsulodin(CFS), imipenem(IPM), aztreonam(AZT), gentamycin(GM), tobramycin

(TOB), amikacin(AMK), isepamicin(ISP), fbsfbmycin(FOM)お よ びofloxacin(OFLX)の 耐

性 率 は、そ れ ぞ れ22.1, 10.9, 13.2, 19.6, 18.3, 14.8, 10.1, 27.4, 19.2, 80.9お よ び24.2%で あ

った。特 にTOBとCAZが 低 い耐性 率 を示 した。1997年 に 分離 した緑膿 菌755株 の うちCAZ,IPM

また はTOBの い ず れか に耐性 を示 した181株 に 対す るCAZ, cefpirome(CPR), cefbpime(CFPM),

cefbzopran(CZOP), IPM, meropenem(MEPM), panipenem(PAPM), TOBの 耐 性 率 は,そ れぞ

れ33.7, 44.1, 18.7, 20.4, 43.6, 13.2, 53.0お よ び13.8%で あ った。特 にMEPMとTOBが 低 い耐

性 率 を示 した。緑 膿菌181株 に 対す るCAZ, CPR, CFPM, CZOP, IPM, MEPM, PAPMお よ びTOB

のMIC80は,そ れぞれ32, 64, 16, 16, 16, 8, 32お よ び2μg/mlあ っ た。緑 膿菌70株 に対す るCAZ

とTOB,MEPMとTOBお よ びCZOPとTOBの 併 用 効果 をみ てみ る と,相 乗作 用 はそ れ ぞれ59株

(84.3%),55株(78.6%)お よ び47株(67.1%)に 認 め られた。拮 抗作 用 は認め られ なか った。 また

CAZとTOB,MEPMとTOBお よ びCZOPとTOBの 組 み合 わせ は,殺 菌曲線 で も著 しい相乗効 果 を

示 し,重 症 な緑膿 菌感染症 に対 す る臨床 的有用性 が うかがわれ た。
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われ われ1)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 された緑膿菌計

1,110株 を用い,そ の感受性の推移 を検討 し,imipenem耐

性緑膿菌が年ごとに増加 していることを報告 した。

今 回は,1994年 か ら1997年 までの4年 間に当検査部で

分離 された緑膿菌計2,793株 を用いて,薬 剤感受性お よび集

塊化 した緑膿菌に対するceftazidime(CAZ)とtobramycin

(TOB),meropenem(MEPM)とTOBお よ びcefbzopran

(CZOP)とTOBの 併 用効果について検討 したので,そ の成

績を報告す る。

I.材 料 と 方 法

1.使 用薬剤

Piperacillin(PIPC,富 山 化学),ceftazidime(CAZ,

日本 グラ クソ),amikacinとimipenem(AMKとIPM,

萬 有 製 薬),cefsulodinとcefbzopran(CFSとCZOP,

武 田薬 品),aztreonam(AZT,エ ー ザ イ),isepamicin

とgentamycin(CPRとTOB,塩 野 義製 薬),cefepime

とfbsfbmycin(CFPMとFOM,明 治 製 菓),onoxacin

(OFLX,第 一 製薬), panipenem(PAPM,三 共),mero-

penem
(MEPM,住 友 製薬)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 院検査部 で臨床材料 か ら分離 し

た緑 膿菌計2,793株 を用 いた。 なお 今回使用 した薬 剤の

緑 膿 菌 に対 す る 耐 性 の 基 準(MIC)は,原 則 と して

NCCLS2)の 判 定 基準 に従 いTable 1に 示 した。一 部 の

抗 菌薬 は 日本 での 常用 投与 量 が米 国 と比べ て 少 ない た

め,判 定基準 を変更 した。

3.感 受性 測定法

Minimal inhibitory concentrationは,日 本化学療法

学 会 標 準 法 に よ る微 量 液 体 希 釈 法3)に 従 い,cation-

adjusted Mueller-Hinton broth(CAMHB)(Difco社)

を用 いて測定 した。す なわち一夜培養菌 を減菌生理食塩

水で10倍 に希釈 し,抗 菌剤含有培地 にMIC 2000(Dny-

natech Product)を 用 い接種(接 種量:5x105/ウ エ ル)

し,35℃,24時 間 培 養 後 に判定 した。 なお,各 薬剤 の

濃度 は,0.13か ら256μg/mlと した。単 剤 また は両 剤

のMICが チ ェ ス盤 内 で 測 定 で きた 緑 膿 菌70株 を用

い,CAZとTOB,MEPMとTOB,お よ びCZOPとTOB

の 併 用効 果 を検 討 した。CAZ,CZOPお よ びMEPMは
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Table 1.Resistance criteria

():ChtehaofNCCLS.

0.12か ら128,TOBは,0.5か ら32μg/mlの2段 階 希

釈濃 度 と した。 さきに,わ れ われ4)が 報告 した ように,

CAZとTOB,MEPMとTOB,お よ びCZOPとTOB

の 種 々の組 み合わせの プ レー トを作成 してお き,一 夜培

養菌 を滅菌 生理食塩水 で10倍 に希釈 し,抗 菌剤 含有培

地 に接種(こ の 際0.1m1の 薬 剤 含有 培 地 に約5x105個

の 接種 菌量 とな る)し,35℃,24時 間 培養 後菌 の発 育

のみ られぬ抗 菌薬の最小濃 度の組み合わせ点 を求 めた。

併用 の強 さは,併 用 による菌発 育阻止 点でのfractional

inhibitory concentration(FIC)とFIC係 数(FIC index)

で 表 し,も っ とも低いFIC indexで 代 表 させた5,6)。FIC

indexが ≦0.5を 相 乗作 用,0.5<FIC index<1.0を 部 分

相 乗作用,FIC index=1.0を 相 加 作用,FIC index=2を

不 関お よびFICindexが>2.0を 拮 抗 作用 と した。FIC

indexが ≦0.5の 場 合 を有意義 な相乗作用 とした7～9)。

4.集 塊 菌 に対す る殺 菌効果

1)集 塊 菌の作成

集塊 菌 は,さ きにわれ われ10'と菅 野11)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 beart infhsion

broth(BHB)(Difco社)中 に入 れ,供 試 菌株 を接 種 し

て35℃ で培 養 し,集 塊 菌 とした。そ の菌液 を含 んだ 木

綿縫 糸2本 を1mlの 滅 菌 生理食塩 水 の入 った試験 管 内

に入 れ,約60秒 間 振 盧器 にて撹拝 した後 に,生 理 食塩

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 に生理 食塩 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108cfu/mlで あ り,

Fig.1.The resistance rates of piperacillin,ceftazidime,

cefsulodin,imipenem,aztreonam,gentamicin,tobra-

mycin,amikacin,isepamicin,fosfomycin and ofloxacin

against 2,793 strains of Pseudomonas aeruginosa iso-

lated from 1994 through 1997.

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。一定量 の容 量 をもつ 白金耳 に菌

数 のわかった細菌 数(108cfu/ml～102cfh/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 育状況 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 況 を前述 の標準

菌量発 育状 態 と比較 し,菌 数 を測定 した。 したが って成

績 は10ncfu/mlで 示 した。

2)集 塊菌 に対 す る併用 に よる殺菌効果

集 塊 化 した 緑 膿 菌No.23株,No.28株 お よびNo.79

株 に 対 す るCAZとTOB,MEPMとTOB,お よ び

CZOPとTOBの 併 用 で の殺 菌 は,経 時 的に試験管 か ら

それぞ れ2本 の木 綿縫 糸 を取 り出 し,縫 糸 内 の菌 数 を

半定量 的に測定 して,殺 菌曲線 を求 めた。殺菌 曲線 に用

いた各薬 剤の濃度 は,CAZ,CZOP,MEPMお よびTOB

の1MIC濃 度 で,そ れぞれ32,32,16お よ び4μg/ml

と した。 薬剤 を加 えない もの を対照 とした。

II.成 績

1.供 試 菌株 の薬剤感受性

1994年 か ら1997年 ま で の4年 間 に臨床 材 料か ら分

離 された緑 膿菌計2,793株 の11薬 剤 に対す る耐性 率 を

Fig.1に 示 した。piperacillin(PIPC),CAZ,cefsulodin

(CFS),imipenem(IPM).aztreonam(AZT),

gentamycin(GM),TOB,amikacin(AMK),isepamicin

(ISP),fbsfbmycin(FOM)お よ びofloxacin(OFLX)

の 耐 性率 は,そ れぞれ22.1,10.9,13.2,19.6,18.3,

14.8,10.1,27.4,19.2,80.9お よ び24.2%で あ った。

1997年 に 分 離 され た755株 の うちCAZ,IPMま た

はTOBい ず れか に耐性 を示 した181株 を選択 し以下 の

実験 に用 い た。 この181株 の 感 受性 お よび耐性 率 の成

績 をFigs.2,3,4に 示 した。IPM,MEPM,PAPM,

TOB,CAZ,CPR,CFPMお よ びCZOPのMICの

rangeは,そ れぞ れ0.25～128,≦0.13～>256,0.25～

128,0.25～256,0.5～>256,0.5～>256,0.25～>256

お よ び0.5～>256μg/mlで あ った。8薬 剤の感 受性分布
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Fig.2.Sensitivity distribution of imipenem,meropenem,

panipenem and tobramycin against 181 strains of

Pseudomonas aeruginosa isolated from clinical mate-

rials in 1997.

Fig.4.The resistance rates of ceftazidime,cefpirome,ce-

fepirne,cefozopran,imipenem,meropenem,panipenem,

and tobramycin against 181 strains of Pseudomonas

aeruginosa isolated in 1997.

の ピー クは,そ れ ぞれ16,8,32,0.5,2,16,8お よ

び1μg/mlあ っ た。MIC80で 比 較 す る と,TOBが2μg

/mlで 一 番低 く,MEPM,IPM,CFPM,CZOP,PAPM,

CAZ,CPRの 順 で低 く,そ れぞれ8,16,16,16,32,

32お よ び64μg/mlで あ っ た。CAZ,CPR,CFPM,

CZOP,IPM,MEPM,PAPMお よびTOBの 耐 性率 は,

そ れぞれ33.7,44.1,18.7,20.4,43.6,13.2,53.0お よ

び13.8%で あ った。

2.集 塊 菌 に対す る併用 に よる殺 菌効果

Figs.5～7に,緑 膿菌No.23,No.28お よ びNo.79株

の 集 塊 菌 に対す るMEPMとTOB,CZOPとTOBお よ

びCAZとTOBの 併 用 に よる殺 菌 効 果 を示 した。い ず

れ の組 み 合 わせ で も著 しい殺 菌 効 果 が認 め られ,特 に

MEPMとTOBの 組 み合 わせ で もっ と も強 い殺 菌 効 果

Fig.3.Sensitivity distribution of ceftazidime,cefpirome,

cefepime and cefozopran against 181 strains of Pseu-

domonas aeruginosa isolated from clinical materials

in 1997.

Fig.5.Bactericidal effects of meropenem and tobramycin

alone and in combination against colonies of

Pseudomonas aeruginosa strain No.23.

が 認 め られ た。す なわ ちFig.5に 示 した よ うに,緑 膿

菌No.23株 にMEPM16μg/mlとTOB4μg/mlを 併

用 させ,1時 間作 用 させ る と,は じめの接 種菌量109cfu/

mlか ら106cfu/mlに 減 少 し,3時 間 後 に は103cfu/ml

に,6時 間 お よ び9時 間 後 に は102cfh/mlま で 減 少 し

た。Fig.6に 示 した よ う に,No.28株 にCZOP32μ9/

mlとTOB4μg/mlを 併 用 させ,1時 間作 用 させ る と,
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Fig.6.Bactericidal effects of cefozopran and tobramycin

alone and in combination against colonies of

Pseudomonas aeruginosa strain No.28.

Fig.7.Bactericidal effects of ceftazidime and tobramycin

alone and in combination against colonies of

Pseudomonas aeruginosa strain No.79.

Table 2.Comparison of fractional inhibitory concentration(FIC) indices in two-antibiotic combinations against Pseudomonas aeruginosa

Media:Catioa-adjusted Mueller-Hinton broth(CAMHB)

は じめの接 種菌量108cfu/mlか ら106cfu/mlに 減 少 し,

3時 間 後 に は105cfu/mlに,6時 間 後 に は103cfu/ml

に,9時 間 後 に は102cfu/mlま で 減少 した。Fig.7に 示

し た よ う に,No.79株 にCAZ32μg/mlとTOB4μg/

mlを 併 用 させ,1時 間作 用 させ る と,は じめの接 種 菌

量108cfu/mlか ら105cfu/mlに 減 少 し,3時 間 後 には104

cfh/mlに,6時 間 お よ び9時 間後 に は103cfu/mlま で

減少 した。

3.微 量液体希釈 法 による併用効果

結果 をTable 2に 示 した。CAZとTOBの 組 み合わせ

で,相 乗作 用 は59株(84.3%),部 分 相 乗 作 用 は8株

(11.4%),相 加 作 用 は2株(2.8%),不 関 は1株(1.4

%)に 認 め られた。MEPMとTOBの 組 み合 わせ で は,

相 乗作用 は55株(78.6%),部 分 相乗作 用 は9株(12。9

%),相 加 作 用 は5株(7.1%),不 関 は1株(1.4%)に

認 め られ た。CZOPとTOBの 組 み 合 わせ で は,相 乗 作

用は47株(67.1%),部 分 相乗作用 は16株(22.8%),

相 加 作 用 は5株(7.1%),不 関 は2株(2.8%)に 認 め
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られ た。CAZとTOB,MEPMとTOB,お よ びCZOP

とTOBの 平 均FICindexは,そ れぞ れ0.47,0.50お

よび0.56で あ った。

III.考 察

今回,わ れわ れ は1994年 か ら1997年 ま で の4年 間

に千葉大学 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2,793株 を 用 い,16薬 剤 の感受性 を調 査 し

た結果,PIPC,CAZ,CFS,IPM,AZT,GM,TOB,

AMK,ISP,FOMお よ びOFLXの 耐 性 率 は,そ れ ぞ

れ22.1,10.9,13.2,19.6,18.3,14.8,10.1,27.4,

1g.2,80.gお よ び24.2%で あ った。 また,1997年 に分

離 された緑 膿菌755株 よ り選 択 したCAZ,IPMま た は

TOBの い ずれ か に耐性 を示 した181株 に対 す る耐性 率

は,CAZ,CPR,CFPM,CZOP,IPM,MEPM,PAPM

お よ びTOBで,そ れぞれ33.7,44.1,18.7,20.4,43。6,

13.2,53.0お よ び13.8%で あ り,特 に,CPR,IPM,

PAPMの 耐 性株 が多 く検 出 された。 カルバペ ネム系 抗

生物 質3剤 に対 す る耐性 率 はIPM,MEPM,PAPMで

そ れぞれ43.6,13.2,53.0%と,MEPMが 同 じカルバ

ペネム系抗生物 質であ りなが ら,も っ とも低 い耐性 率 を

示 した。一方,Iaconis12'ら も,1,182株 の 緑膿菌 を用い.

7薬 剤 に対 す る耐性 率 を調 べ た 結 果,MEPM,IPM,

CAZ,cipro且oxacin,PIPC,TOBお よびGMの 耐 性率

は,そ れ ぞ れ4.2,12.5,15.6,16.0,21.0,26.0お よ

び29.8%で,今 回の検討 と同様 に,MEPMが も っ と も

低 い耐性率 を示 した と報告 してい る。

この ように緑 膿菌 のMEPMに 対 す る耐性 率が低 く,

IPMよ り優 れた抗 菌 力 を有す る こ とは,国 外 で多 くの

報告があ り13～15),また,国 内 において も同様 な報告 が多

く,88株 の 緑膿 菌 に対 し,カ ルバ ペ ネム系 抗 生物 質 の

なか でMEPMが も っ と も低 いMICを 示 し た とす る

Fujita16)ら に よる報告 や,緑 膿 菌20株 に 対す るMICは

MEPM,IPM,PAPMの 順 に優 れ た感 受性 を示 した と

す る長谷川 ら17)によ る報告 な どが ある。

現在,カ ルバペ ネム系抗生物 質 に対 す る緑膿 菌の主要

な耐性機構 と して カルバペ ネム系抗生物 質特有 の外膜透

過孔 であ るD2蛋 白欠損 に よる薬剤 の 透過 率 の 低 下 と

メタロβ一ラ クタマーゼ に よる カルバペ ネ ム系抗 生 物 質

の加水 分解 が知 られて い るが18),MEPMは 上 述 したD

2蛋 白に加 え他 の透過 孔 も有 し,D2蛋 白 欠損 株 にお い

て もIPMやPAPM程 抗 菌 力 が 低 下 しな い こ ど91,ま

た,メ タロ β一ラ ク タマ ー ゼ 産 生 株 はIPM,PAPMの

み な らずMEPMに も耐性 を示 す こ とよ り,こ の緑 膿菌

181株 の うち,IPM,PAPM耐 性 でMEPM感 受 性 の緑

膿菌 は,D2欠 損 株 であ る可能性 が示唆 された。つ ま り,

こ のこ とがMEPMが 同 じカルバ ペ ネム系抗 生物 質で あ

りなが ら,も っと も低 い耐性 率 を示 した理 由 と考 え られ

た。

今 回検 討 した緑膿 菌 は16薬 剤 すべ てに耐性 株が 認 め

られ,1997年 に分離 された緑膿菌181株 に対 しもっと

も低い耐性 率 を示 したMEPM,TOBで も13.2,13.8

%の 耐性率であ り,単 独での治療には限界があると思わ

れた。そ こでMEPMとTOB,CAZとTOB,CZOPと

TOBの 併用効果について,緑 膿菌70株 を用 い検討 し

た。その結果,MEPMとTOB,CAZとTOB,お よび

CZOPとTOBの 相乗効果は,そ れぞれ78.6,84.3,お

よび67.1%と 優 れた相乗作用を示 し,拮 抗作用は1株

も認めなかった。単個の細菌に対する抗菌薬の単独また

は併用は、菌体 と抗菌薬がフリーの状態で接触 している

と考えられるが.生 体内では細菌は集塊 として存在 して

いると考えられる。 したがって医学的にはこれへの抗菌

薬の抗菌態度の検査が望 まれる。本報では培地内で人工

的に集塊菌を作成し,こ れへの抗菌薬の併用効果を検討

した。緑膿菌感染症は抵抗力の減弱 した易感染者に発症

することが多いため,MEPMとTOB,CAZとTOB,

およびCZOPとTOBの 組み合わせにより殺菌力が,臨

床効果を左右する因子としてより重要 と考え,こ れらの

組み合わせによる殺菌効果を検討 したところ,殺 菌効果

で も優れた相乗作用が証明され,特 に,MEPMとTOB

の併用でもっとも強い殺菌効果が認め られた。つまり,

Fig.5に 示 した ように,MEPMお よびToBに 対す る

MICが16お よび4μg/mlの 緑膿菌に対 し,MEPM16

μg/mlとTOB4μg/m1の 併用による殺菌効果は,作 用

1時 間後 に最初 の接 種 菌量108cfu/mlか ら106cfu/ml

に,3時 間後 に103cfU/m1,6時 間および9時 間後には

102cfu/mlま で減少 した。この殺菌効果はFigs.6,7に

示 したCZOPとTOB,CAZとTOBの 組み合わせ と比

べ,よ り強い殺菌効果であった。

一 方
, MEPMと ニ ューキ ノロ ン との併 用効 果 につ い

て は,MEPMとlevofloxacinの 組 み合わせ で,checker-

board法 に よ り,相 乗作 用が124株 中7株(5.6%)に

認 め られ,殺 菌 曲線 では,12株 中11株(91.7%)に 相

乗 効 果が 認 め られ た との,Visalliら20)に よ る報 告が あ

る。

われわれ は21),さ き にCAZとTOBの 組 み合わせで,

殺 菌効 果 にお いて著 しい相乗効 果が認 め られた ことを報

告 した。 さ らに,菊 池 ら221は,CAZとTOBに よ る併用

療法 は,緑 膿菌 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。

今 回 の検討 でMEPMとTOBが も っ と も低 い耐性 率

を示 し,ま た,金 沢 ら23)はカルバペ ネム系抗 生物 質 とア

ミ ノグ リ コ シ ド系 抗 生 物 質 の 併 用 効 果 を 検 討 し,

MEPMの 場 合,AMKあ る いはTOBの い ずれ との併用

におい て も25株 中10株 で 相乗、15株 で相加 が認 め ら

れ たが,IPMの 場 合AMKと の 併 用 で相 乗 が認 め られ

た 株 は な く,11株 で 相 加,14株 で 不 関,TOBと の 併

用 にお いて は1株 で相乗,19株 で 不 関 であ った こ とよ

り,カ ルバペ ネム耐性株 を含む緑膿菌 に対 し,カ ルバペ



72 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 FEB.1999

ネム系抗生物質 との併用効果 は,MEPMの 方がIPM

より優れていると報告 している。

それゆえ,今 回の検討でもっとも優れた殺菌効果を示

したMEPMとTOBの 併用療法 は,耐 性緑膿菌感染症

に対するもっとも優れた治療法である可能性が示唆され

た。
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Susceptibility of Pseudomonas aeruginosa and bactericidal effects of antimicrobial agent

combinations against colonies of Pseudomonas aeruginosa

Kohki Takahashi1) and Harushige Kanno2)

1)
 Department of Laboratory Medicine, Chiba University Hospital, 1-8-1, Inohana, Chuo-ku, Chiba 260-8677, Japan

2)
 Department of Laboratory Medicine, Chiba University Medicine

The 2, 793 strains of Pseudomonas aeruginosa isolated from clinical materials in our laboratory during a
four year period from 1994 through 1997 were examined to study their susceptibility to eleven drugs. As a
rule, the criteria of resistance to each drug used in this study followed those of NCCLS. The resistance
rates for tobramycin (10. 1%) and ceftazidime (10. 9%) were the lowest among piperacillin, ceftazidime, 
cefsulodin, imipenem, aztreonam, gentamicin, tobramycin, amikacin, isepamicin, fosfomycin and ofloxacin. 
The 181 strains of P. aeruginosa isolated in 1997 were examined to study their susceptibility to eight drugs.
The resistance rates for meropenem(13. 2%)and tobramycin(13. 8%)were the lowest among ceftazidime, 

cefpirome, cefepime, cefozopran, imipenem, meropenem, panipenem and tobramycin. The combinations of
meropenem plus tobramycin, cefozopran plus tobramycin, and ceftazidime plus tobramycin showed marked
bactericidal effects against colonies of the selected strains of P. aeruginosa tested. Of these combinations,
meropenem plus tobramycin showed the greatest bactericidal effect. By means of the microtiter broth
dilution checkerboard method, combinations of ceftazidime plus tobramycin, meropenem plus tobramycin,
and cefozopran plus tobramycin were found to be synergistic against 84. 3%, 78. 6%, and 67. 1%,
respectively, of the 70 strains of P. aeruginosa tested. No antagonism was observed in this study. These
combinations may be useful for P. aeruginosa infections.


