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MRSA臨 床 分離菌株 のvancomvcin感 受性 に関す る検 討

志関 雅幸 ・松井 由香 ・菊池 賢 ・戸塚 恭一

東京女子医科大学病院中央検査部感染対策科*

(平成11年2月26日 受付 ・平成11年4月19日 受理)

Vancomycin(VCM)は,methicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)感 染 症 に有効 な数 少

ない抗菌薬 として重要 であ るが,近 年.臨 床分離MRSA菌 株 中にVCM hetero resistant MRSAの 存 在 が

示 され,そ の臨床上 の意義 が論 じられて い る。 そ こで,当 院入 院患 者 か ら分離 されたMRSAのVCM感 受

性 につ いて,MIC測 定 お よびpopulation解 析 に よる検 討 を行 っ た。 使用 した菌 株 は1996年8月 か ら97

年5月 の10か 月 間 に分離 され たMRSA 80菌 株(MRSA_A群),MRSA感 染 症 に対 してVCMの 点 滴静 注

による全 身投与 が可能 とな る以前 の1990年 の1年 間 に分離 され たMRSA 16菌 株(MRSA- B群),お よ び

1996年8月 か ら97年5月 の10か 月 間 に 分 離 さ れ たmethicillin-sensitive Staphylococcus aureus

(MSSA)20菌 株(MSSA群)の 合計116菌 株 であ る。MRSA 96菌 株 に対 す るVCMのMICは,全 菌株

で4μg/ml未 満 であ った。MRSA-A群 の 菌株 はMRSA-B群 の 菌株 に比べ てMICが 高 い値 に分布 す る傾

向 を認め,VCMに 対 す る感受性低下 の可能性が 示唆 された。VCM感 受 性 に関す るpopulation解 析 で は,

4な い し8μg/mlの 濃 度 のVCMを 含 有す るMueller-Hinton寒 天 培地 上 に,MRSA-A群 で は,80菌 株 中

そ れぞれ71菌 株(88.8%)お よ び12菌 株(15%),MRSA-B群 で は,16菌 株 中 それ ぞ れ15菌 株(93.8

%)お よ び4菌 株(25%),MSSA群 で は,20菌 株 中そ れぞ れ,19菌 株(95%)お よ び6菌 株(30%)で

コ ロニ ー形成 を認め た。3群 ともMIC以 上 の濃 度のVCM存 在 下で発 育 しうるサ ブ クロー ンを含 む菌 株 が

存在す る こ とが示 されたが.MRSA-A群 で は形成 され る コロニ ー数が よ り多い傾 向 があ り,VCMに 対 す

る感受性低下 の可能性が示 唆 され た。
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Vancomycin(VCM)は,1991年 に点滴静注 による全 身

投与が可能 となって以来,methicillin-resistantS`aphylo-

coccus aureus(MRSA)感 染症の治療薬 として使用 されて

いる。 しか し,一 方で時として,安 易に使用 される傾 向があ

ることは否めない。VCMはMRSA感 染 症 に有効な数少な

い抗菌薬の1つ であ り,VCM耐 性 菌の出現 は大 きな脅威で

ある。欧米では,1980年 代後半からVCM耐 性 腸球菌(VRE)

が出現 し,院 内感染の起炎菌として特 に免疫能低下患者 に難

治性感染症を惹起 し,大 きな問題 となっている1～3)。VREの

出現はVCMの 使用頻度の増加 と関連することが示唆 されて

いる。ブ ドウ球菌属においては,VCMお よ び同 じグ リコペ

プチ ド系抗菌薬であるteicoplaninに 対す る感受性 の低下 し

たcoagulase-negatives七aphylococci(CNS)臨 床分離菌株

が報告されている4,5)。さ らにin vvitroの系 においては,VCM

による選択の結果VCM耐 性 のCNSさ らにはS.aureusの

変異株が得 られることが示 されている6～8)。以 上のような報

告をもとにVCM耐 性MRSA臨 床 分離菌株 出現 の可能性が

論 じられて きたが,最 近,VCMのMICが8μg/mlの 臨 床

分離MRSA菌 株,お よびpopulation解 析 法に より検出され

うるVCM hetero resistantMRSAの 存 在が報告 され注 目さ

れている9,10)。今 回,当 院入院患者由来の臨床分離MRSA菌

株 のVCMに 対 す る感受性 を調べる ことを目的 に,1996年

8月 か ら1997年5月 の10か 月 間に分離 されたMRSA菌 株

につ いてVCMのMIC測 定 お よびpopulation解 析 を行 っ

た。 また,VCMの 点滴静注による全身投与が可能 となる以

前に分離 されたMRSA菌 株,お よびmethicillin-sensitive

S.aureus(MSSA)に つ いても同様 の解析を行い比較検討

した。

I.　 材 料 と 方 法

1.菌 株

当 院 入 院 患 者116名 か ら分 離 され たMRSAお よ び

MSSA菌 株 合 計116菌 株 を検討 に用い た。そ の内訳 は,

1)1996年8月 か ら1997年5月 の10か 月 間 に80名

の 患者 か ら分 離 されたMRSA 80菌 株(MRSA-A群)
,

2)MRSA感 染 症 に対 してVCMの 全 身投 与 が可 能 とな

る以前 の1990年1年 間 に16名 の 入 院患 者 か ら分 離 さ

れ たMRSA 16菌 株(MRSA-B群),3)1996年8月 か

ら1997年5月 の 間 に20名 の入 院患 者 か ら分 離 され た

MSSA 20菌 株(MSSA群)で ある。 それぞ れの菌株 は

解析 までの 間,10%ス キ ム ミル クお よび10%グ リ セ ロ

ー ルを含 有す る菌 株 保存 液 中 に懸 濁 し
,-80℃ で 保 存

した。
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2.MIC

MRSA96菌 株 に 対 す るVCMのMICをEtest(AB

BIODISK,Sweden)に よって測定 した。測定 は添付文

書 に従 って行った。各菌株 をMueller-Hinton(MH)寒

天 培 地(Difco)上 に 接種 し37℃ で培 養 した。16時 間

後 に形 成 され た コロニ ー を生理 的食塩 水 中 に懸 濁 し,

0.5McFarlandと な るよ う調整 した。調整 した菌懸濁液

を綿棒でMH寒 天培地上 に接 種 した後,stripを 寒 天培

地上 に静置 し,35℃ で培 養 した。18時 間後 に増 殖阻止

帯 を目視で観察 しMICの 判 定 を行った。MRSA-A群,

MRSA-B群 両 群菌株 のMIC分 布 の差 につい て,Mann-

Whitney testに よ り統計学的検定 を行 った。

3.population解 析

各菌株 をMH寒 天培 地上 に接種 し37℃ で培養 した。

形成 された 各菌株 の コロニ ー をMH液 体培 地(Difco)

中 に 懸濁 して,37℃ で16時 間培 養 し,約1×109CFU/

mlの 濃 度の菌懸 濁液を調 整 した。

3つ の 群 の それ ぞ れ3菌 株(MRSA-A群 のTJ-Ku,

TJ-32,TJ-62,MRSA-B群 のTJ-102,TJ-106,TJ-

116,お よびMSSA群 のTJ-201,TJ-204,TJ-206),

計9菌 株 について,菌 懸濁液 を段 階希釈 して0,0.5,1,2,

4,8,16,32μg/mlの 濃 度のVCMを 含 有す るMH寒 天

培 地上に塗布 し,37℃ で48時 間 培養 した。培地上 に形

成 され たコロニー数 をカウ ン トし,VCM濃 度 と形 成 さ

れ たコ ロニ ー数の 関連 を示 すpopulation curveを 描 い

た。

残 りの菌株 につ いて は約1×109CFU/mlに 調 整 した

菌懸 濁液100μlを 段 階 希釈 は行 わず 各濃 度 のVCMを

含 有す るMH寒 天培 地 に塗布 し,48時 間 培 養後 に培 地

上 に形 成 されたコロニー数 をカウ ン トした。

II.　 結 果

1.MIC

MRSA96菌 株 に対す るVCMのMICは,1μg/mlか

ら3μg/mlの 問 に分布 した(Fig.1)。1.5あ るい は2μg

Fig. 1. Distribution of the MICs of vancomycin for the 96

MRSA strains.

/mlのMICを 示 す株 が多 数 を占 め,96菌 株 中76菌 株

(79.2%)が この 中に含 まれ た。3μg/mlのMICを 示 す

菌株 は12菌 株(12.5%)あ っ た。MRSA-A群 とMRSA-

B群 のMIC分 布 を比 較 してみ る と前 者 は1.5μg/mlを

示 す 菌株 が80菌 株 中34菌 株(42.5%)と も っ と も多

く,後 者 は1μg/mlを 示 す 菌 株 が16菌 株 中10菌 株

(62.5%)と も っ と も多 か っ た。 また,3μg/mlを 示 す

菌 株 は,前 者 で11菌 株(13.8%)あ っ た の に対 し,後

者 は1菌 株(6.3%)で あ っ た。MRSA-A群 の 菌株 の

MICはMRSA-B群 の 菌 株 と比 較 して高 い値 に分布す

る傾 向が認め られ たが,統 計学的 には有 意な差は認め ら

れなかった(P value=0.058)。

2.population解 析

MRSA-A群 の3菌 株(TJ-Ku,TJ-32,TJ-62),

MRSA-B群 の3菌 株(TJ-102,TJ-106,TJ-116)お

よ びMSSA群 の3菌 株(TJ-201,TJ-204,TJ-206)

のpopulation curveを 示 す(Fig.2)。 各MRSA菌 株 に

対 す るVCMのMICはMRSA-A群 のTJ-Kuが2μg/

ml,TJ-32が2μg/ml,TJ-62が1.5μg/ml,MRSA-B

群 のTJ-102が2μg/ml,TJ-106が2μg/m1,TJ-116

が1.5μg/ml,MSSA群 のTJ-201が1μg/ml,TJ-204

が1.5μg/ml,TJ-206が1.5μg/mlで あ った。3μg/ml

以 上 のMICを 示 す ものは なか ったが,9菌 株 中8菌 株

で,4μg/mlの 濃 度 のVCMを 含 有 す るMH寒 天培 地

上 に,1×101か ら1×103CFUの コ ロニー形成 を認 めた。

8μg/mlの 濃 度 のVCMを 含 有 す るMH寒 天培 地上 で

は1菌 株(TJ-Ku)の み で コロニー形成 を認め た。

その他 の菌株 を含め たMRSA-A群80菌 株,MRSA-

B群16菌 株,MSSA群20菌 株 につ い て,簡 略 法 とし

て,各 濃 度のVCMを そ れ ぞれ 含有 す るMH寒 天培 地

上 に1×109CFU/mlの 濃 度 の菌懸 濁液 を100μl塗 布 し

た。2μg/ml以 下 の濃 度 のVCMを 含 有 す るMH寒 天

培地上 にはすべ ての菌株で コロニーの形成 を認 めた。 ま

た16μg/ml以 上 の濃 度のVCMを 含 有す るMH寒 天培

地上 にコロニーを形成 した菌株 は存 在 しなか った。4な

い し8μg/mlの 濃 度 のVCMを 含 有 す るMH寒 天培 地

上 には,MRSA-A群 の80菌 株 中それぞれ71菌 株(88.8

%)お よ び12菌 株(15%),MRSA_B群 の16菌 株 中

それぞ れ15菌 株(93.8%)お よ び4菌 株(25%),MSSA

群 の20菌 株 中そ れ ぞ れ,19菌 株(95%)お よ び6菌

株(30%)で コ ロニ ー形 成 を認 め た。各 群 の菌株 に関

して,4な い し8μg/mlの 濃 度のVCMを 含 有す るMH

寒 天培地上 に コロニー を形成す る菌株数 と形成 されたコ

ロニ ー数 をFig .3に 示 す。4μg/mlのVCMを 含 有す る

MH寒 天培 地上 に,MSSA群 で は41個 以 上 の コロニー

を形 成 した菌株 は存 在 しなかっ たの に対 して,MRSA-

Aお よ び-B群 で は100個 以 上 の コロニー形 成 を認 める

菌株 がそ れぞ れ12菌 株(15%)お よ び1菌 株(6.3%)

存 在 した。
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III.　考 察

近年,VCM耐 性MRSA出 現の可能性が論 じられて

いたが,1997年 にHiramatsuら はMICが8μg/mlの

臨床分離MRSA菌 株が存在すること,ま たpopulation

解析の結果8μg/mlのVCMを 含有する寒天培地上 に

10-6の 頻度で コロニーを形成 しうるhetero-resiatant

VRSAが 存在す ることを報告 している9,10)。そ こで,当

院入院患者臨床分離MRSA菌 株のVCM感 受性につ い

て,MIC測 定およびpopulation解 析 を行った。

今回検討を行ったMRSA菌 株中にVCMのMICが8

μg/mlを 超えるいわゆるVCM耐 性MRSA(VRSA)は

認められなかった。MRSA-A群 の80菌 株 はMRSA-B

群の16菌 株 と比較 して統計学的な有意差 はない もの

の,高 いMICを 示す傾向が認められた。両群の間で,

分離された症例の臨床的背景の相違等が存在する可能性

はあるが,近 年,臨 床検体 か ら分 離 され るMRSAの

VCMに 対する感受性の低下 を示唆 している可能性 は考

Fig. 2. Population analysis of nine strains in increasing

concentration of vancomycin.

えられた。

population解 析 の結果で は,MRSA-A群 の80菌 株

の中で,VCMのMICが4μg/ml以 上の菌株は認め ら

れなかったに もかかわらず,4な い し8μg/mlのVCM

を含有するMH寒 天培地上 にコロニーの形成 を認める

菌株がそれぞれ71菌 株(88.8%)お よび12菌 株(15

%)あ った。各菌株のpopulation中 にMIC以 上の濃度

のVCM存 在下で増殖 しうるサブクローンが存在するこ

とが示唆された。

一 方 ,MRSA-B群 の16菌 株 お よ びMSSA群 の20

菌株 に関す るpopulation解 析か ら,4な い し8μg/ml

のVCMの 存在下で もMH寒 天培 地上 にコロニー を形

成 しうる菌株 は,VCMの 点滴静注による全身投与が ま

だ可能となっていなかった1990年 に分離されたMRSA

菌株,さ らにMSSA菌 株 にも存在 してお り,必 ず しも

最近分離されたMRSA菌 株に特異的な現象ではない可

能性が示唆された。 しか し,4μg/mlのVCMを 含有す

Fig. 3. Number of strains that form colonies on the agar

plates containing 4 or 8, ƒÊg/ ml of vancomycin .
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るMH寒 天培地上に形成 されるコロニー数はMRSA-A

群の菌株で より多い傾向が認め られ,VCMに 対する感

受性低下を示唆している可能性は考えられた。

population中 に存在す る4な いし8μg/mlの 濃度の

VCMの 存在下でも発育 しうるクローンの臨床的な意義

についてはまだ明 らかではないが,VCMの 効果が十分

に得られない難治性MRSA感 染症 との関連が注 目され

る。難治性MRSA感 染症においてVCMの 効果が十分

に得られない理由として,起 炎菌株のVCMに 対する感

受性の他,VCMの 組織移行性,宿 主の防御能など多 く

の要因の関与が考えられる。今後,難 治性MRSA感 染

症患者からの分離株に関して同様な検討を行 うことによ

り次第にその意義が明 らかになると思われる。
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Susceptibility to vancomycin among the clinical strains of

meticillin—resistant Staphylococcus aureus

Masayuki Shiseki, Yuka Matsui, Ken Kikuchi

and Kyoichi Totsuka

Department of Infectious Diseases, Tokyo Women's Medical University,

8- 1, Kawada—cho, Shinjuku- ku, Tokyo 162- 8666, Japan

Recently, decreased susceptibility to vancomycin (VCM) among the clinical strains of methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has been reported in Japan. To investigate VCM susceptibility
among the clinical MRSA strains isolated in our hospital, we determined the MIC of VCM and performed a

population analysis. A total of 116 strains, including 80 MRSA isolated from August 1996 to May 1997
(MRSA- A group), 16 MRSA isolated in 1990 when VCM was not available for MRSA infections (MRSA-
B group), and 20 methicillin—sensitive S. aureus (MSSA) isolated August 1996 to May 1997 (MSSA
group), were analyzed. The MIC of VCM in all 96 MRSA strains was less than 4 geml. The strains in the
MRSA- A group tended to have a higher MIC than those in the MRSA- B group, although no statistically
significant difference was seen. Population analysis revealed that 71 (88.8%) or 12 (15%) of 80 strains in
the MRSA- A group, 15 (93.8%) or 4 (25%) of 16 strains in the MRSA- B group, and 19 (95%) or 6 (30%)
of 20 strains in the MSSA group contained subclones that could grow on agar plates containing 4 or 8 gg/ml
of VCM, respectively. The strains in the MRSA- A group tended to form more colonies on agar plates
containing VCM compared with those in the other two groups. The results of the present study suggest
decreased susceptibility to VCM among MRSA strains in our hospital in recent years.


