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【原著 ・臨床】

マ イ ク ロプ レー ト法 に よ る各 種 消 毒薬 の 評 価 お よ び 臨床 的 検 討

相澤久 美 子・ 吉田 正樹 ・柴 孝也

東京慈恵会医科大学内科学講座(腎 臓 ・高血圧内科)*

(平成12年11月28日 受付 ・平成12年12月13日 受理)

臨 床 よ り分離 され たmethicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)10株,Pseudomonas aerug-

inosa 6株 を 用 い, マ イ ク ロプ レー ト法 に よ り浮遊 状 態, 付 着 状 態 の 菌 に 対 す る4種 類 の 消 毒 薬(グ ル コ ン

酸 ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン(CHG),塩 化 ベ ンザ ル コニ ウ ム(BAC),塩 酸 ア ル キ ル ジ ア ミノ エ チ レ ン グ リ シ ン

(AEG),ポ ピ ドン ヨー ド(PVP-I))の 殺 菌効 果 を比 較 検 討 した 。 また,compromised hostで あ る 透 析 患 者

19例 を対 象 に 皮膚 に お け る これ らの 消 毒薬 の 消 毒 率 を比 較 検 討 した 。 浮 遊 状 態 に あ る 菌 に 対 して,今 回 検

討 した4種 の 消 毒 は,MRSA,P.aeruginosa共 に 高 い 殺 菌 効 果 を発 揮 した。 しか し,MRSAに 対 す るPVP

-I,CHG,P .aeruginosaに 対 す るCHGの 殺 菌効 果 は,そ れ ぞ れ 低 濃 度 に お い て 低 下 し た 一方,浮 遊

状 態 に比 べ 付 着 状 態 に あ る 菌 に対 す る 消 毒 薬 の 殺 菌効 果 は 低 下し,MRSAで は,消 毒率 は 浮 遊 状 態 の 菌 に

対 す る場 合 の20%～50%に 低 下 した。P.aeruginosaで は,4種 類 の 消 毒 薬 い ず れ に お い て も 高 濃 度 お よ

び長 時 間の 消 毒 に よ っ て も殺 菌 効 果 は 増 加 しな か っ た。 ま た,MRSAに 対 す る 消 毒 薬 の 殺 菌 効 果へ の 有 機

物 存 在 の 影 響 はPVP-I,AEGで 有 機 物 を 含 まな い状 態 の30%程 度 に 低 下 した。 臨 床 検 討 で はPVP-Iが 有

効 な消 毒 率 を示 した。PVP-I使 用 後 にhypo alcohol(HA)を 使 用 す る効 果 は ほ とん ど認 め られ な か っ た 。

ま たCHGで は0.05%の 濃 度 に お い て 消 毒 時 間 を 延 長 す る こ とで 効 果 が 増 加 す る傾 向 が 認 め られ た 。消 毒

後 の 残 存 菌 と して,Bacillusが 多 く,Staphylococcus epidermidisも 検 出 され る場 合 が あ っ た,
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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)は

1961年 イギ リスに て最 初 に報 告 され た1～3)。本 邦 で は1980

年代 に 第3世 代 セ フェ ム系 薬 の汎 用 に よ りMRSA感 染 症 が

増加 し,病 院感 染 に対 す る認 識 お よび 重要 性 が 高 まっ た。

MRSAは メチ シ リ ン以外 の 多 くの抗 菌薬 に も耐 性 を示 す こ

とか ら,MRSAに 起 因す る 感染 症 が一 度 惹起 され る とそ の

治療 は非常 に困難 とな る。 特 にcompromised hostの 集 まっ

た病 院にお ける感染 の管理 お よび予 防は重要 な意 味 を もつ と

考 え られ る。 そ こで,MRSAを は じめ とす る 各種 病 原 菌 の

拡散 を予防す るた めに,臨 床現場 での 基本 的手技 で ある消 毒

方法 お よび消毒 薬 に対す る再認識,再 検討が な され てい る。

適切 な消毒薬 の選択 に よ り,有 効な感 染予 防が可 能 であ る と

考 え られ る4,5)。消 毒薬 が,す べ て の細 菌 に対 して,等 しい殺

菌力 を有す るわけ では ないので,病 院 感染 をは じめ とす る感

染拡大 を予 防す るため には,適 切 な消毒 薬 の選択 お よび濃 度

の検討 が必要 であ る。 しか し消毒 薬の 殺菌効 果 を測定 す る標

準 的 な方法 は決め られて いな い。 現状 では個 々の 消毒 薬 に対

しての検 討 はな されてい るが,複 数の 消毒薬 の殺 菌効 果比 較

した検討 は少 ない。 また,臨 床 的立場 での消毒 薬 の効 果 を検

討 した報 告 はほ とん どない。本報 告 は,臨 床 の場 で 日常 的 に

広 く用 い られ てい る消毒薬 を用 い,病 院感染 の原 因 菌の 多 く

を 占 め るMRSA,Pseudomonas aeruginosaを 用 い,浮 遊

状態 お よび付着 状態 にお ける消毒 効果 の比較 検討 した もので

あ る。 また,MRSAに つ いて は,消 毒 薬 の 殺 菌 力 に お よぼ

す 有機物 の影 響 もあわせ て検 討 した。 さ らに,臨 床 的検 討 と

して医療 現場 にお いて もっ と も繁 用 され る 日常 的手 技 である

皮 膚消 毒にお け る各種消 毒薬 の効 果 につ いて,compromised

hostで ある透析 患者 を対 象 と して検 討 した 。

I.材 料 と 方 法

1.試 験 菌

東 京 慈 恵 会 医 科 大 学 付 属 病 院 に て 検 出 さ れ た 臨 床 分離

株 のMRSA 10株P.aeruginosa(非 ム コ イ ド型)6株

を 用 い た 。

2.消 毒 薬

20%グ ル コ ン酸 ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン液(CHG,和 光純

薬),10%塩 化 ベ ンザ ル コニ ウ ム 液(BAC,和 光 純 薬),

10%塩 酸 ア ル キ ル ジ ア ミ ノ エ チ レ ン グ リ シ ン 液

(AEG,日 本 商 事),10%ポ ピ ド ン ヨ ー ド液(PVP-I,

明 治 製 菓)を 使 用 し た。

3.実 験 方 法

1)消 毒 薬 濃 度 の 調 節

そ れ ぞ れ の 消 毒 薬 を2.5%,1.25%,0.625%,0.313

%,0.16%,0.078%に 調 製 した 。 調 製 した 消 毒 薬 は,

調 製 後 た だ ち に 使 用 した 。

2)菌 液 の 作 製

血 液 寒 天 培 地 で20時 間培 養 したMRSAお よ びBTB
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寒 天 培 地 で20時 間 培 養 し たP.aeruginosaを,

McFarland No. 0.5(1×108CFU/mL)に 調 整 した 。

3)浮 遊 菌 に対 す る 殺 菌力 測 定

そ れ ぞ れ の 濃 度 に 調 整 した 消 毒 液 を200μLず つ マ イ

ク ロ プ レ ー ト(96穴)に 分 注 し,菌 量1×108CFU/mL

に調 整 したMRSAお よびP.aeruginosaの 菌 液 を5μL

(5×105CFU)接 種 し た 。 一 定 時 間(10秒,20秒,40

秒,80秒,160秒,320秒)消 毒 薬 と 接 触 後,5μLを

サ ン プ リ ン グ し.Soybean-Casein-Digest-Lecithin-

Polysorbate 80培 地(SCDLP培 地)200μL分 注 た

マ イク ロ プ レー トに 接 種 した。 予備 実 験 に よ り,48時

間培 養 した場 合の 生 菌 数 は24時 間 培 養 時 と 同 じで あ る

こ とを確 認 した の で,35℃,24時 間培 養 し,生 菌 数 を

測定 した 。

4)有 機物 存 在 下の 浮 遊 菌 に 対 す る殺 菌 力 の測 定

有機 物 と して 乾 燥 酵 母(日 本薬 局 方乾燥 酵 母)を 使 用

した。乾燥 酵 母 をオ ー トク レー プ 処 理 し,0.6gを10mL

の蒸 留 水 に懸 濁 し,6%(W/V)懸 濁 液 を作 製 した。96

穴 マ イ ク ロ プ レー トに こ の 懸 濁 液 を100μL分 注 し,さ

らに各 濃 度 に調 整 した 消 毒 液 を100μL分 注 し,3%(W

/V)酵 母 含 有 の 消 毒 液 を 作 製 した。 浮 遊 菌 と 同 様 の 方

法 に て,各 濃 度 の酵 母 含 有 消 毒 液 を 分 注 した マ イ ク ロ ブ

レー トに,1×108CFU/mLに 調 整 した 菌 液5μL(5×105

CFU/mL)を 接 種 後,10秒,20秒,40秒,80秒,160

秒,320秒 後 に5μLず つ 吸 い 上げ,SCDLP培 地 へ 接

種 し,35℃ に て24時 間培 養 後,生 菌 数 を測 定 した 。

5)付 着 菌 に 対 す る殺 菌 力 測 定

96穴 の マ イ ク ロ プ レー トに ミュ ー ラ ー ヒ ン トン培 地

200μLを 分 注 し,さ ら に1×108CFU/mLに 調 整 し た

MRSAお よ びP.aeruginosaの 菌 液 を5μL(5×105

CFU)分 注 した。2時 間 培 養 後,未 付 着 菌 を除 去 した 後,

WELL内 を生 理 食 塩 水200μLに て2回 洗 浄 した 。 各 濃

度 の 消 毒 液 を200μLず つ マ イ ク ロ プ レ ー トに 分 注 し

た。 一 定 時 間(10秒,20秒,40秒,80秒,160秒,320

秒)菌 と消 毒 薬 を接 触 させ た 後,消 毒 薬 を除 去,マ イ ク

ロプ レ ー ト内 へSCDLP培 地200μLを 分 注 した 。 予 備

実験 に よ り48時 間 以 上 培 養 す れ ば 再 現 性 の あ る 成 績 が

得 られ る こ と を 確 認 し た の で,35℃,48時 間 培 養 し,

生 菌 数 を測 定 し た。

4.臨 床 検 討

1)対 象

対 象 は,透 析 療 法 を 受 け て い る慢 性 腎 不 全19例(男

性14例,女 性5例)で あ り,腹 膜 透 析 患 者5例,血 液

透 析 患 者14例 で あ っ た。 こ の19例 に 対 して28回 の 検

査 を 行 っ た。平 均 年 齢 は68.0±0.4歳,平 均 透 析 期 間61.7

±3.2か 月で あ っ た 。

2)使 用 消毒 薬

使 用 した 消 毒 薬 は,0.025%塩 化 ベ ンザ ル コニ ウ ム 液

(塩 化 ベ ンザ ル コ ニ ウ ム液10W/V%丸 石 製 薬),0.05

%グ ル コ ンサ ン ク ロ ルヘ キ シ ジ ン液(グ ル コ ンサ ン ク ロ

ル ヘ キ シ ジ ン 液5W/V%,セ ネ ガ 製 品),10%ポ ピ ド

ン ヨ ー ト液(日 局 ポ ピ トン ヨー ド100mg明 治 製 菓),10

%チ オ 硫 酸 ナ トリ ウ ム 添 加35%イ ソプ ロ ピ ル ア ル コ ー

ル(hypo alcohol,HA),チ オ硫 酸 ナ トリ ウム5水 和 物

(関 東化 学)で あ っ た。 い ず れ の 消 毒 薬濃 度 も臨 床 的 に

使 用 して い る 濃 度 で あ り,使 用 消 毒 薬 は 使 用 直前 に 滅 菌

蒸 留 水 を川 い て 調 製 した もの を川 い た。

3)方 法

(1)透 析 患 者 の 腹 部 の 皮 膚 を5分 割 し,各 部 位 よ

り,フ ィル ム ス タ ンプ 型SCDLP寒 天培 地(日 研 生 物 医

学 研 究 所)を 川 い て,細 菌 を採 取 した。

(2)そ れ ぞ れ の 消 毒薬 に て 滅 菌綿 棒 に よ る ス ワ ブ 法

に て2回 消 毒 を 行 っ た。 消 毒 方法 は,各 消 毒薬 を 単 剤

で 使 用 お よ びPVP-I使 用 後 にHAを 併 用 す る5通 りの

方 法 に て 行 っ た。

(3)消 毒 後,フ ィル ム ス タ ン プ 型SCDLP寒 天 培 地

に て 細 菌 を採 取 した 。 皮 膚 と 消 毒 薬 の 接 触 時 間 は20

秒,皮 膚 と培 地 との 接 触 時 間 は5秒 と した 。 な お こ の

方 法 に て 十分 消 毒 効 果 の 得 ら れ な か っ た 消 毒 薬 に つ い

て,接 触 時 間 を40秒,80秒,160秒,320秒 まで 延 長

し効 果 の 判 定 を行 っ た。

(4)37℃,24時 間 培 養 後,培 地 中 央 部3×3cm2の

消 毒 前 後 の コ ロニ ー数 を比 較 し,消 毒 率 にて 効 果 を 判 定

した。

消毒 率={(消 毒 前 コ ロ ニ ー 数 一消 毒 後 コ ロニ ー数)

/消 毒 前 コ ロニ ー 数}×100と した。

(5)消 毒 後 残 存 菌 の 同定 を 行 っ た 。

(6)検 定 はWelchi'st-testに て 行 っ た 。

II.結 果

1)浮 遊 菌 に 対 す る 殺 菌 力 の 測 定

MRSAに 対 し て は,各 消 毒 薬 と も に 高 い 殺 菌 効 果 を

得 られ た。 しか し,CHG,PVP-Iで は 低 濃 度 で や や 殺

菌率 の低 下 が 認 め られ,CHGで は1.25%液 にお い て10

秒 で 殺 菌 さ れ る が0.63%液 で は40秒 間 で も残 存 す る

菌 が 見 られ た 。CHG,PVP-Iで は 濃 度 の 低 下 と と もに

接 触 時 間 を延 長 しな い と殺 菌 で きな い こ とが 明 らか とな

っ た(Fig.1)。

P.aeruginosaで は,い ず れ の消 毒 薬 も高 い 殺 菌 効 果

が 認 め られ た が,CHG短 時 間 処 理 群 で は0.16%以 下 の

低 濃 度 に お い て 殺 菌 効 果 が 低 値 で あ っ た(Fig.2)。

2)有 機 物 存 在 下 の 浮 遊 菌 に対 す る殺 菌 力 の 測 定

有 機 物 存 在 下 の 浮 遊MRSA菌 に 対 し て,BACで は

0.63%以 上 で ほ ぼ100%の 殺 菌 率 を 認 め た。CHGは

1.25%以 上 で100%の 殺 菌 率 を 認 め た が,低 濃 度 域

(0.31%)で は 殺 菌 効 果 は50%程 度 とな り,320秒 の 接

触 で も残 存 菌 が 認 め られ た。 一 方,PVP-Iお よ びAEG

で は2.5%,1.25%の 高 濃 度 で も殺 菌 率 の 低 下 を 認 め

た。PVP-Iで は2.5%,1.25%で160秒,ま た,AEG
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BAC: benzalconium chloride, CHG: chlorhexidine, PVP-I: popidone iodine, AEG: alkyldiaminoethylglycine hydrochloride

Fig. 1. Bactericidal activity of 4 disinfectants on floating methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

All disinfectant showed excellent bactericidal activity on MRSA, but PVP-I and CHG showed weaker

bactericidal activity in lower concentrations.

BAC: benzalconium chloride, CHG: chlorhexidine, PVP-I: popidone iodine, AEG: alkyldiaminoethylglycine hydrochloride

Fig. 2. Bactericidal activity of 4 disinfectants on floating Pseudomonas aeruginosa . All disinfectants showed
excellent bactericidal activity on P.aeruginosa , but CHG showed lower bactericidal activity in lower

concentrations.

に お い て は2.5%で は40秒,1.25%で は320秒 処 理 に

お い て も残 存 菌 を 認 め た 。

0.31%以 下 で はPVP-I,AEG共 に まっ た く殺 菌 効 果

が 認 め られ な か っ た(Fig.3)。

3)付 着 菌 に対 す る殺 菌 力

MRSAに 対 して は,す べ て の 消 毒 薬 で 浮遊 菌 よ り も

殺 菌 効 果 の 低 下 が 認 め られ た 。 付 着 状 態MRSAで は,

BHCお よ びCHGは2.5%,125%な ど の 高 濃 度 で 高

い 殺 菌 効 果 を 示 した が.濃 度 が0.63%以 下 で あ る と著

しい殺菌効果の低下を認め,浮 遊菌に比 して著しい殺菌

作用の低下が認められた。PVP-I,AEGは2.5%の 高

濃度においても殺菌効果が低下してお り,320秒 におい

ても残存菌が認め られた。ただ し,PVP-Iに おいては

他の消毒薬に比べて接触時間の延長に伴い殺菌効果の増

強傾向が認められた。(Fig.4)。

P.aeruginosaに 対 しては,す べての消毒薬で浮遊状

態に比 して著 しい殺菌効果の低下を認めた。消毒薬の高

濃度と殺菌効果との問にはある程度相関傾向が認められ
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BAC: benzalconium chloride, CHG: chlorhexidine, PVP-I: popidone iodine, AEG: alkyldiaminoethylglycine hydrochloride

Fig. 3. Bactericidal activity of 4 disinfectants on floating methicillin-resistant Staphylococcus aureus in the

presence of 3% yeast. The bactericidal activity of PVP-I and AEG with 3% yeast was lower than that of
without yeast.

BAC: benzalconium chloride, CHG: chlorhexidine, PVP-I: popidone iodine, AEG: alkyldiaminoethylglycine hydrochloride

Fig. 4. Bactericidal activity of 4 disinfectants on adhered methicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA). The bacteicidal activity of AEG and BAC against adhered bacteria was 20%-30% of activity

against floating bacteria. The bactericidal activity of PVP-I and CHG was 30%•`50% of activity against

floating bacteria.

るが,接 触時間との間には相関性はほとんどみ られなか

った(Fig.5)。 さらに,接 触時間を180分 まで延長 し

たが,効 果は十分でな く残存菌が認められた。

4)臨 床的検討

消毒前 コロニー数分布状況はFig.6の ごと くで,消

毒総回数は125回,消 毒前コロニー総数は7,779で あ

り,消 毒前平均 コロニー数は62.2で あった。今回の検

討の対象を消毒前 コロニー数の平均値か ら,60未 満お

よ び60以 上 の2群 に分 け て 検 討 した 。 なお,消 毒 前 コ

ロニ ー 数 が10未 満 お よ び200以 上 は 消 毒 薬 の 効 果 評 価

が 困 難 な た め 除外 した。

i)消 毒 前 コ ロニ ー 数10以 上60未 満 群(以 後60未

満 群)

BAC(n=12)の 消 毒 率 は76.4±30.8%で あ っ た。PVP

-I(n=10)で は87 .68±18.5%,CHG(n=10)73.5±25.8

%,HA(n=7)76.1±35.8%,PVP-I+HA(n=11)は
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BAC: benzalconium chloride, CHG: chlorhexidine, PVP-I: popidone iodine, AEG: alkyldiaminoethylglycine hydrochloride

Fig. 5. Bacteicidal activity of 4 disinfectants on adhered Pseudomonas aeruginosa . The bactericidal effect of

disinfectants on adhered bacteria was lower than that on floating bacteria. The bactericidal activity of all

disinfectants on adhered P. aeruginosa was not affected in high concentraions and long exposure.

Fig. 6. Distribution of numbers of colony before disinfection .

77.9±23.4%で あ っ た。 各 群 間 消 毒 率 に は有 意 差 を 認 め

なか った(Fig.7)。

ii)消 毒 前 コ ロ ニ ー 数60以 上200未 満 群(以 後60

以 上 群)

BAC(n=5)の 消毒 率 は89.2±35.4%で あ っ た 。PVP

-I(n=8)で は98 .2±4.2%,CHG(n=7)73.7±25.3%,

HA(n=8)85.4±29.1%,PVP-I+HA(n=3)は96 .7±

2.9%で あ っ た 。CHGに 比 べPVP-Iの 消 毒 率 は 有 意 に

優 れ て い た。 そ の 他 の 群 間 に は 有 意 差 を 認 め な か っ た

(Fig.7)。 接 触 時 間 の 延 長 に よ る消 毒 効 果 の 変 化 を6例

に て お い て 検 討 した。CHGで は接 触 時 間 の 延 長 に よ り

消 毒 効 果 の 増 強 傾 向 が 認 め られ,320秒 後 で は20秒 後

に 比 べ20%の 増 加 が 認 め られ た が,BACで は0.025%

にお い て 増 加 傾 向 が 認 め られ な か っ た 。

iii)残 存 菌 菌 種

残 存 菌 で は い ず れ の 消 毒 薬 に お い て もBacillusが 多

く,そ の う ちBacillus cereusが 多 く認 め られ た 。 他 に

α-haemolytic Streptococcus spp.,Corynebacterium

spp.,Staphylococcus epidermidis,Neisseria spp.,

Pseudomonas spp.,MRSAな どが 認 め られ た(Fig .8)。

III.考 察

今 日,病 院 感 染 の 防止 の 上 か ら,ま た,介 護 の 場 にお

け る 感 染 防 止 の 上 か ら,消 毒 薬 の 重 要 性 は 増 加 して お

り,正 しい 消毒 薬 の 選 択 ・使 用 が 必 要 で あ る。 そ の ため

に は,消 毒 薬 の 簡 便 か つ 信 頼性 の あ る 評 価 法 が 求 め られ

て い る。 一 般 に,医 療 施 設 に お い て は,消 毒 薬 ・消 毒 法
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BAC: benzalconium chloride, CHG: chlorhexidine, PVP-I: popidone iodine, HA: hypoalcohol

Fig. 7. Bactericidal activity of disinfectants in clinical study. In<60 colonies,

the bactericidal activity was not significantly different among four

disinfectants. In•†60 colonies, the bactericidal activity of PVP-I was sig-

nificantly stronger than that of CHG (p<0.05).

BAC: benzalconium chloride, CHG: chlorhexidine, PVP-I: popidone iodine, HA: hypoalcohol

Fig. 8. Bacteria survival after disinfection. Bacillus were the most frequent

isolates after the disinfection.

の評価 ・選択は,刺 激性,臭 気,金 属腐敗性の有無など

が重視されている。 しか し,消 毒薬の作用が殺菌作用で

あることか ら,こ の点を重視 した評価が必要であること

は言をまたない。本研究において,少 量の検体で,消 毒

薬の殺菌作用を定量的に判定で きるマイクロプレー ト法

を用い,各 種消毒薬の殺菌作用を検討 した。

浮遊状態においてマイクロプレー ト内の消毒薬濃度は

BAC,CHG,AEGは 実際に臨床の現場で使用する濃度

より高濃度であることを考えると実際の消毒では接触時

間を考慮する必要があると考えられた。特にCHGの 場

合は,短 時間接触において十分な消毒効果が認め られ

ず,CHGの 単独使用の際には注意が必要であると考え

られた。一方,BAC,AEG,PVP-Iに おいては 日常汎

用されている濃度で十分消毒効果が期待でき,抗 菌薬と

消毒薬に対する細菌の抵抗性(耐 性)の 作用機序の相違

を考える6～8)と,多剤耐性のMRSA,P.aeruginosaに

対しても消毒薬の効果が十分期待できると考えられた。

CHGの 消毒効 果成績は,P.aeruginosaに はCHG耐

性株があること,BACに 比較 して殺菌作用が遅延性で

あるとの報告と一致 している9～11)。

浮遊MRSA菌 では既存の報告同様に有機物の存在下

では消毒効果が減少する結果が得 られた12～15)。4種類の

消毒薬の うち特にPVP-I,AEGに おいて有機物の影響

を受けやす く高濃度の2.5%,1.25%に おいても消毒効

果の減少が著 しく,低 濃度ではまった く消毒効果が認め

られなかった。これに対して.BACお よびCHGは,PVP

-Iお よびAEGに 比 して有機物による影響が少な く,こ

の成績を支持する報告 も散見されている16～18)。さらに,

有機物の形態によっても,消 毒効果に差があるとの報告

があ り19,20),可溶性物質よりも粒状物質の方が強い消毒

薬吸着作用を示す可能性が示唆されている。酵母は粒状

物質の有機物として作用 してお り,2.5%乾 燥酵母の共

存は,10%の 血清の共存よ りも消毒効果 を強 く阻害す

るとの報告がある21)。また,形 状に加えて有機物の量に

より消毒効果は影響を受けることか ら多量の有機物が付

着 している可能性のある場合,あ らか じめ除去する作業
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を怠 っ て は な ら ない と考 え られ た。

付 着 状 態 のMRSAに お い て,マ イ ク ロ プ レー ト内 に

実 際 に 付 着 した 菌 量 は そ れ ぞ れ の プ レー ト内 に お い て 多

少 の 差 異 が あ る こ とが 考え られ るが,付 着 菌 量 の 定 量を

行 っ た と こ ろ 約2～3×104CFU/mLで あ り,浮 遊 状 態

(1.25×104CFU/mL)と ほ ぼ 同 量の 接 種 菌 量'と考 え られ

た 。AEG,BACは 浮遊 状 態 で 有 効 な消 毒効 果が 得 られ

た に もか か わ らず,付 着状 態 の 菌で は,同 じ濃 度 の 消 毒

薬 で も消 毒効 果 の 減 少 が 著 し く,特 にAEGの 消 毒 効 果

の 低 下が 著明 で あ っ た。 ま た,P.aeruginosaも 付 着状

態 へ と変 化す る と消 毒効 果が 著 し く低 下し,消 毒時 間 を

3時 間 まで 延 長 して も残 存 菌 が 認 め られ た 。 この 菌 の 状

態 に よ り消 毒効 果が 著 し く減 弱 す る 現 象 はMRSAよ り

著 明 で あ っ た。 しか も,こ の 付 着 状 態 のP.aeruginosa

は 消 毒薬 の 濃 度 を 高め た り,作 用時 間 を 延 長 して も効 果

が 増 強 し な か っ た 事実 は 本 菌 の 形 態 的 変 化 が 考 え られ

る 。P.aeruginosaは,glycocalyxを 産 生 しbiofilmと

い う 形 態 を と る こ と が 知 られ て い る22～26)。biofilmは ム

コ イ ド生 成 に よ り,P.aeruginosaの 定 着 を 有 利 に して

い る と い われ て い る27)。また この ム コ イ ドは生 体 の 免 疫

機 構 に対 す る抵 抗 因 子(barrier)と して 機 能 す る28,29)。

P.aeruginosaが 生 体 に 感 染 す る と数 日以 内 に ム コ イ ド

を主 成 分 と したbiofilmが 形 成 され,投 与 され た 抗 菌 薬

は ム コ イ ドを 透 過 しに く く菌 体 内 で は 低 濃 度 に と ど ま

り,抗 菌 活 性 に 対 す る 抵 抗 性 の 原 因 と な る とい わ れ て い

る29)。このbiofilm形 成 は電 子 顕 微 鏡 に て確 認 され て お

り29,30),付着 した 菌 体 の 表 面 にslimeの 分 泌 と 考 え られ

る 多糖 類 を 主 成 分 とす る突 起 様 構 造 物=glycocalyxが 出

現 し,そ れ を架 橋 と して 細 菌 が 次 々 と凝 集 してbiofilm

が 形 成 され る こ とが 明 らか と され て い る30)。これ らの 事

実 を ふ まえ る と,消 毒 薬 の 菌 体 へ の到 達 の 過 程 にお い て

も,同 様 の 現 象 が 起 こ っ て い る と考 え られ る。 付 着 状 態

に お い て はMRSA同 様 の接 着 状 態 に 加 え てP.aerugi-

nosaで は特 有 の 形 態 的 変 化 との 協 力 作 用 に よ り消 毒 作

用 を よ り受 け に く く な っ て い る と 考 え ら れ た。 こ の

barrierを 破 る た め に は 消 毒 薬 に 多 糖 類 分 解 酵 素 お よ び

蛋 白 分 解 酵 素 を前 処 理 また は 併 用 す る方 法 も今 後 検 討 す

る 必 要 が あ る と考 え られ た。 実 際 の 臨 床 の 場 に お い て

は,細 菌 は付 着 状 態 に あ る こ とが は るか に多 い と考 え ら

れ る。 したが っ て,限 られ た 時 間 で 確 実 な消 毒 を 行 うた

め に も,消 毒 に際 して 局 所 を洗 浄 す る な ど菌 そ の もの を

浮 遊 状 態 に近 い状 態 に 変換 す る こ と を心 が け る 必 要 が あ

る。

臨 床 的 検 討 と して,compromised hostで あ る透 析 患

者 にお け る皮 膚消 毒 にお け る各 種 消 毒 薬 の 影響 を検 討 し

た 。 消 毒 前 コ ロ ニ ー 数 が60未 満 の 群 で は,各 消 毒 薬 間

の 消 毒 効 果 に 有 意 差 は認 め な か っ た。 消毒 前 コ ロ ニ ー 数

が60以 上 の 群 に お い て,PVP-Iの 消 毒 効 果 がCHGに

比 して 優 れ て い た 。 菌 量 が 増 加 す る とPVP-Iは 有 効 な

消 毒効 果か 得 られ た。CHGで は,0.05%の 濃 度 に お い

て,消 毒時 間 を延 長す る こ とで 効 果 が 増 強 す る傾 向 が 認

め られ た。 した が っ て,臨 床 の 場 に お い て,消 毒 に お い

て 知 時 間 で ば らつ き の な い 有 効 な 消 毒 を 行 うた め に は

PVP-Iが 優 れ て い る と い え る。 た だ し,有 機 物 混 入 に

よ りPVP-Iの 作 用 が 低 下 しや す い こ と を 考慮 す る と,

清 拭 洗 浄 な どて 消 毒 前 に あ らか じめ 有 機 物 を 減 少 させ る

こ とが 重 要 で あ る と 考 え ら れ る。 さ らにHAは 皮 膚 刺

激 性 か あ り,ま たPVP-I単 独 使 用 時 とPVP-I後HA

を使 用 す る場 合 と にお け る 消 毒効 果 に 有 意 差 を 認 め な い

こ とか らPVP-I使 用 後 にHAを 使 用 す る こ と は で きる

か ぎ り避 けPVP-Iと 皮 膚 との 長 時 間 接 触 を 保 つ こ とが

必 要 と 考え られ た 。 またCHGは 粘 膜 な ど使 用 不 可 の場

合が 多 く 単剤 で 使 用 す る に は 考慮 が 必 要 で あ る。

消 毒後 の 残 存 菌 に 関 して は,い ず れ の 消 毒薬 に お い て

もBacillusが 多 く認 め ら れ た 。34種 のBacillusの な

か で 人 に 病 原 性 が 明 らか な もの はBacillus anthidcisと

Bacillus cereusの2種 で あ る3)。 こ の う ち 今 回 消 毒 後

に 多 く認 め ら れ たB.cereusは,以 前 は 食 中 毒 の 原 因 菌

と して 取 り扱 わ れ て きた グ ラ ム 陽性 有 芽胞 桿 菌 で あ る。

近 年,compromised hostに お け る 敗 血 症,心 内 膜 炎,

髄 膜 炎,さ らに肺 炎 な どの 重 篤 な 感 染 症 を 惹 起 す る こ と

が 報 告 さ れ て い る32～34)。また,Curtisら35は,血 液 透析

装 置 や 血 管 内留 置 カ テー テ ル の 汚 染 に よ る 敗 血 症 が 増加

して い る と報 告 して い る。 腹 膜 透 析 に 関連 した 腹 膜 炎 の

原 因 菌 と して 報 告 も認 め ら れ る36)。 土壌,牛 乳,植 物 な

ど 自然 界 に 広 く分 布 し て い るBacillusは 臨 床 材 料 か ら

も し ば し ば 検 出 さ れ る が,い ま ま で はcontamination

と して 軽 視 さ れ て きた 。 しか し,B.cereusはcompro-

mised hostの み な らず 免 疫 正常 者 に対 して も病 原 性 を

発 揮 す る こ とが 明 らか とな り37,ま た,B.anthratis以

外 のBacillus属 の 大 部 分 は β-ラ ク タム 系 薬 に 耐 性 で あ

る こ とか ら,Bacillus属 を 軽 視 し た 不 適 切 な 消 毒 薬 の

選 択 使 用 は,重 篤 な 感 染 症 を惹 起 す る危 険 性 が あ る と考

え られ る38)。本 研 究 に お い て,消 毒 後 残 存 菌 と して,

Bacillus属 が 多 く認 め られ た 。 こ れ らの 菌 が,重 症 感

染 症 の 原 因 菌 とな りう る こ と を示 して お り,適 切 な消 毒

薬 の 選 択 ・使 用 が 必 須 で あ る こ と を 示 唆 して い る。 今

後,臨 床 の現 場 で は,非 病 原 菌 と して 見捨 て る前 に 分離

株 の 病 原 的 意 義 を慎 重 に検 討 す る必 要 が あ る。特 に,種 々

の 消 毒 を 重 ね,最 終 的 に 消 毒 薬 に抵 抗 を示 す 芽 胞 菌 の 残

存 が 問 題 と な る。 そ れ らの 菌 の もつ 病 原 性 の 意 味 は 重 要

で あ り,新 た な病 原 菌 と な り うる 可 能 性 を 含 ん で い る。

今 後,消 毒 薬 の 果 た す 役 割 は 大 き い と考 え られ る も,

主 た る作 用 で あ る 殺 菌 作 用 の標 準 的 な 評 価 法 が 確 立 され

て い な い の が 現 状 で あ る39,40)。今 回 用 い た マ イ ク ロ プ レ

ー ト法 は少 量 の 検 体 で さ ま ざ ま な菌 種 に 対 す る 定 量 的効

果 判 定 を 同 時 に 行 う こ とが 可 能 で あ り,し か も各 種 消毒

薬 の 種 類,濃 度 の 多 様 な 設 定 が 容 易 で あ る とい う利 点 を
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もっている。本法ではマ イクロプレー トを用いているた

め,広 いスペースを必要とせず,簡 単に消毒薬の評価を

行うことが可能 となった。 また,医 療現場で見られる細

菌環境に近い付着状態の菌を設定することが可能となっ

た。今回の成績から,細 菌の浮遊 ・付着の状態および有

機物の存在の行無によって,消 毒薬の殺菌効果が著しく

異なることが明らかとなった。マ イクロプレー ト法は,

それぞれの状態の菌を用い,各 種消毒薬の殺菌効果の比

較検討が容易にできる点,消 毒薬の評価法として従 来の

方法に比べ優れている。

また,病 院感染が もっとも懸念 されるcompromised

hostで ある透析患 者を対 象 とした臨床的検討におい

て,実 際に医療現場で用いられる消毒薬のなかではPVP

-Iが 安定かつ優れた殺菌効果を示した。

臨床の現場において,各 種カテーテル,褥 創などにお

ける付着状態での細 菌の消毒が困難であることは,し ば

しば経験することであり,いくつかの報告が散見される41,42)。

今回のマイクロプレー ト法による成績より,同 一菌種

であっても,ひ とたび付着状態に変化することで消毒薬

の効果が著しく低下することを定量的に裏づけることが

できた。さらに付着状態の細菌は時間を経過することに

より,さ らにその結合性 を増 し消毒薬の効果を減少させ

ることが考えられるため,よ り浮遊状態に近い状態で消

毒を行うことの重要性を認識させるものである。

稿を終えるにあたり,御 指導を賜りました東京慈恵会

医科大学内科講座 細谷龍男教授ならびに酒井 紀名誉

教授に感謝申し上げます。終始御指導 ・御鞭撻をいただ

きました同講座臨床細菌研究室の皆様に深謝 し,ま た,

御協力をいただきました同大学腎 ・高血圧内科の皆様に

感謝申し上げます。
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Microbiological evaluation of disinfectants by microplate method and clinical study

Kumiko Aizawa, Masaki Yoshida and Kohya Shiba

Division of Nephrology and Hypertension, Department of Internal Medicine. Jikei University School of

Medicine, 3-25-8 Nishi-Shinbashi, Minato-ku, Tokyo 105-8461, Japan

The bactricidal activity of benzalconium chloride (BAC), chlorhexidine (CHG). popidone iodine (PVP-
I) and alkyldiaminoethylglycine hydrochloride (AEG) on methicillin—resistant Staphylococcus aureus
(MRSA, 10 clinical isolates) and Psudomonas aeruginosa (6 clinical isolates) was evaluated by the
microplate method. And the effect of organic substances (3% yeast) on the bactericidal activity of these
disinfectants was examined. All disinfectants showed excellent bactericidal activity on floating MRSA and
P. aeruginosa. The bactricidal activity of PVP-I on MRSA and that of CHG on MRSA and P. aeruginosa
were weaker than other disinfectants in lower concentrations. All of four disinfectants showed weaker
bactericidal activity on adhered bacteria than on floating bacteria. Against adhered MRSA, the bactericidal
activity of AEG and BAC decreased to 20-30%, and the activity of PVP-I and CHG to 30-50% of the
activity against floating bacteria. As to P. aeruginosa, the bactericidal activity against adhered bacteria
was weaker than that against floating bacteria. The bactreicidal activity of PVP-I and AEG in the presence
of 3% yeast was decreased to 30% of the activity without yeast. In the clinical study, PVP-I had excellent
eradication rate. The most common survival bacteria was Bacillus.


