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【抗菌薬感受性報告】

臨床材料から分離された耐性緑膿菌に対するブレイクポイントチェッカーボードプレートを
用いた in vitro併用効果の検討
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重症患者の緑膿菌感染症の治療には抗菌薬の 2剤併用療法が必要である。しかしながら，緑膿菌に対
する抗菌薬の併用の有効性は未だ明確ではない。本研究では 2009年 4月から 2014年 12月に当院で分離
された緑膿菌のうち，imipenem（IPM），ciprofloxacin（CPFX），amikacin（AMK）の 3剤中，3剤す
べてに耐性の緑膿菌を多剤耐性緑膿菌（MDRP），2剤耐性の緑膿菌を pre-MDRPと定義し，抗菌薬によ
る in vitro併用効果を検討した。ブレイクポイントチェッカーボードプレート（BCプレート）を用いて
スコア化および併用効果を評価した。BCプレートで単剤の最小発育阻止濃度が測定濃度未満の場合は
解析対象から除外した。また，スキップ現象がみられた場合は再度解析をやり直した。pre-MDRPは 16
株，MDRPは 10株抽出された。pre-MDRPは，colistin（CL）�rifampicin（RFP）の組み合わせにおい
て満点に対する合計点の割合（92％；33�36）が最も高く，9株中 8株に併用効果が認められた。次に満
点に対する合計点の割合が高かったのは piperacillin（PIPC）�AMKの組み合わせであり（90％；18�20），
5株中 5株に併用効果が認められた。一方，MDRPは，CL�RFPの組み合わせが最も有効であり（85％；
17�20），5株中 4株において併用効果が認められた。結論として，CL�RFPの併用療法は pre-MDRP
およびMDRPに対して経験的治療として期待できる併用療法と考えられた。
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多剤耐性緑膿菌（MDRP）による院内感染は治療に難
渋することから，感染対策上，重要な問題となっている。
日本の感染症法では，imipenem（IPM），ciprofloxacin
（CPFX），amikacin（AMK）のすべてに耐性である緑膿
菌をMDRPと定義し，基幹定点医療機関で検出され届出
のために必要な検査所見を満たした場合，五類感染症と
して届け出ることが義務づけられている。
MDRPの感染症治療には，経験的な併用療法や相乗効

果測定〔fractional inhibitory concentration（FIC）index〕
に基づく抗菌薬併用療法が行われてきた１）。しかしなが
ら，FIC indexの算出は煩雑であり，すべての医療施設で
実施することは困難である。そこで，2剤併用効果のある
抗菌薬を選択する際の一助とするため，ブレイクポイン
ト・チェッカーボード（BC）プレートが考案された２）。
BCプレートには，Clinical and Laboratory Standards In-
stitute（CLSI）のドキュメントに記載されている複数の
抗菌薬について，緑膿菌の抗菌薬ブレイクポイントに近
い 2濃度の組み合わせが 96穴マイクロプレートに搭載
されている。そのため，BCプレートを用いることで，19

種類の抗菌薬の組み合わせのなかから，有効性が予測さ
れる抗菌薬の組み合わせを in vitro試験により抽出する
ことが可能となった。
一方，IPM，CPFX，AMKのうち 2種類に耐性をもつ

緑膿菌（以下，pre-MDRP）は，感受性がある抗菌薬を単
剤で継続使用することにより，MDRPに誘導される可能
性が高いため，臨床上注意が必要な緑膿菌と考えられて
いる３）。また，抗菌薬の耐性度にかかわらず重症患者に発
症した緑膿菌による敗血症の抗菌化学療法として 2剤併
用療法が推奨されており，さらなる耐性化を抑制するた
めにも緑膿菌感染症には 2剤併用療法が重要と考えられ
ている４）。以上のことより，pre-MDRPおよびMDRP
感染症に対して 2剤併用療法は重要とされているが，
pre-MDRPを対象として 2剤の抗菌薬の組み合わせに
よる相加相乗効果を調査した検討は見当たらない。また，
本邦においてMDRPに対する 2剤の抗菌薬による相加
相乗効果を疫学的に調査した報告は少ない。そこで，本
研究では三重大学医学部附属病院（以下，当院）におい
て臨床分離された pre-MDRPおよびMDRPに対して 2
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Fig.　1.　Antimicrobial combination scoring with the break-point checkerboard plate method.

＋: Presence of visible bacterial growth, －: Absence of visible bacterial growth

Susceptible: susceptible minimum inhibitory concentration of each antimicrobial, Intermediate: in-

termediate minimum inhibitory concentration of each antimicrobial
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剤の抗菌薬の組み合わせによる相加相乗効果を BCプ
レートにより検討した。
2009年 4月から 2014年 12月に当院で臨床分離され，

抗菌薬の最小発育阻止濃度（MIC）が測定された緑膿菌
を対象菌とした。IPM，CPFXおよび AMKのうち 2種
類の抗菌薬に耐性と判定される緑膿菌を pre-MDRPと
し，3種類すべての抗菌薬に耐性の緑膿菌をMDRPとし
た。一晩培養した寒天培地上の被検菌体を釣菌して滅菌
生理食塩液に懸濁した。菌液濃度はMcFarland標準濁度
0.5と同じ濁度に調製した。この調製液をさらに滅菌生理
食塩液で 10倍希釈し，接種用菌液とした。pre-MDRP
およびMDRPに対するmeropenem（MEPM），CPFX，
ceftazidime（CAZ），AMK，aztreonam（AZT），CL，
piperacillin（PIPC），rifampicin（RFP）の単剤あるいは
2剤を組み合わせた時のMICを検討するため，BCプ
レート（栄研化学株式会社，東京）を用いて各ウェルに
接種用菌液を 5 μLずつ接種した。抗菌薬の各菌株に対
するMICは CLSI（M07-A9）が定める微量液体希釈法に
従って測定した。BCプレートの結果は，小栗らの報告５）

に基づき（Fig. 1），各抗菌薬の組み合わせにおけるスコア
を算出し，満点に対する合計点の割合（% total score＝to-
tal score�perfect score×100）で評価した。2剤の組み合
わせにより片方の抗菌薬または両方の抗菌薬のMICが
低下した場合は相加相乗効果ありと評価し，その菌株数
の割合を算出した。なお，2剤のうち 1剤の抗菌薬のMIC

が BCプレートに搭載されている濃度未満であった場合
は判定不可とした。また，スキップ現象がみられた場合
は再度解析をやり直した。
調査期間中に当院で検出された pre-MDRPは 16株，

MDRPは 10株であった。pre-MDRPの各抗菌薬の感受
性を調査した結果，AMK，AZT，CAZ，CPFXおよび
PIPCに対する中等度以上の耐性菌株がそれぞれ，16株
中 7株（44％），14株（88％），15株（94％），13株（81％）
ならびに 14株（88％）に認められ，MEPMはすべての株
が中等度以上耐性であった。RFPのMICはすべての菌
株において，4.0 μg�mLを上回っていた。また，CLに対
してはMIC＝2.0 μg�mLが 4株，MIC＝1.0 μg�mLが 5
株，MIC＜1.0 μg�mLが 7株であり，耐性菌株はみられ
なかった。メタロ―β ―ラクタマーゼ（MBL）産生株は 16
株中 3株であった。pre-MDRPの BCプレートの結果を
Table 1に示した。満点に対する合計点の割合が高く，か
つ併用効果が 80％以上みられた抗菌薬の組み合わせは，
PIPC�AMKおよび CL�RFPであり，PIPC�AMKの組み
合わせは評価が行えた 5株すべてにおいて併用効果が認
められ，CL�RFPの組み合わせは 9株中 8株（89％）に
併用効果が認められた。MDRPの各抗菌薬の感受性を調
査した結果，すべての菌株が CL以外の抗菌薬に対して
中等度以上耐性であった。RFPのMICはすべての菌株
において，4.0 μg�mLを上回っていた。CLに対しては
MIC＝2.0 μg�mLが 1株，MIC＝1.0 μg�mL が 4 株，
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Table　1.　Effect of various combinations against pre-MDRP (n＝16) and MDRP (n＝10)

Antimicrobial 

combination

Score
% total score＊

Combination effect

4 3 2 1 0 ＋ － Percent Undecidable

pre-MDRP

AMK/CPFX 1 0 3 0 0 63 1 3 25 12

AMK/RFP 0 2 2 0 3 36 3 4 43 9

AZT/CPFX 1 3 4 1 4 42 6 7 46 3

AZT/AMK 1 1 1 0 2 45 3 2 60 11

AZT/RFP 1 0 1 0 12 11 3 11 21 2

AZT/CL 3 1 2 0 2 59 5 3 63 8

CAZ/CPFX 6 1 1 1 3 63 9 3 75 4

CAZ/AMK 1 0 2 2 2 36 4 3 57 9

CAZ/RFP 3 1 1 1 9 30 6 9 40 1

CAZ/CL 2 3 1 0 2 59 5 3 63 8

CL/RFP 7 1 1 0 0 92 8 1 89 7

CL/CPFX 1 1 3 0 2 46 3 4 43 9

CPFX/RFP 3 1 4 0 5 44 4 9 31 3

MEPM/CPFX 4 3 1 1 4 54 9 4 69 3

MEPM/AMK 1 1 1 2 2 39 4 3 57 9

MEPM/RFP 0 2 2 1 11 17 5 11 31 0

MEPM/CL 2 3 2 0 2 58 5 4 56 7

PIPC/CPFX 4 3 3 1 2 62 9 4 69 3

PIPC/AMK 4 0 1 0 0 90 5 0 100 11

MDRP

AMK/CPFX 1 0 1 0 8 15 2 8 20 0

AMK/RFP 2 0 2 0 6 30 4 6 40 1

AZT/CPFX 0 1 1 0 8 13 2 8 20 0

AZT/AMK 0 1 2 0 7 18 3 7 30 0

AZT/RFP 1 0 0 0 9 10 1 9 10 1

AZT/CL 1 0 3 0 1 50 1 4 20 6

CAZ/CPFX 2 0 3 0 5 35 3 7 30 0

CAZ/AMK 1 2 2 0 5 35 5 5 50 0

CAZ/RFP 1 0 3 0 6 25 2 8 20 1

CAZ/CL 1 0 3 0 1 50 1 4 20 6

CL/RFP 3 1 1 0 0 85 4 1 80 5

CL/CPFX 1 0 1 0 3 30 2 3 25 6

CPFX/RFP 3 0 0 0 7 30 4 6 40 1

MEPM/CPFX 1 1 0 0 8 18 2 8 20 0

MEPM/AMK 1 2 0 0 7 25 3 7 30 0

MEPM/RFP 1 0 0 0 9 10 1 9 10 1

MEPM/CL 1 0 2 1 1 45 2 3 40 6

PIPC/CPFX 2 0 2 1 5 33 5 5 50 0

PIPC/AMK 3 1 0 1 5 40 5 5 50 0

＊% total score＝total score/perfect score ×100

MIC＜1.0 μg�mLが 5株であり，耐性菌株はみられな
かった。MBL産生株は 10株中 7株で認められた。
MDRPの BCプレートによる結果を Table 1に示した。
満点に対する合計点の割合が高く，かつ併用効果が 80％
以上みられた組み合わせは，CL�RFPのみであった。
本研究において，80％以上の pre-MDRPおよび

MDRPに CL�RFPの併用効果が認められた。CL�RFP
の併用療法は，MDRPの肺炎モデルマウスを用いた動物
実験６）や症例報告７）において良好な成績が報告されてお
り，有用な併用療法である可能性が示唆されている。一
方，MDRPに対して，AZTとアミノグリコシド系薬８）ま
たは AZTと CPFX９）による併用効果が報告されている。
しかしながら，本研究結果では，MDRPは AZT�AMK

および AZT�CPFXの組み合わせにおいて満点に対する
スコア合計点の割合が低く，併用効果が認められたのは
それぞれ 30％および 20％のみであった。したがって，
当院においてはMDRP感染症に対する AZT�AMKお
よび AZT�CPFXによる併用療法を検討する際は BCプ
レートによる評価を行ったうえで使用する必要性がある
と考えられた。
緑膿菌感染症は易感染状態下にある重症患者に多く，

特に ICU患者では緑膿菌による敗血症の頻度は高いと
報告されている１０）。重症患者に発症する緑膿菌による敗
血症の治療には，抗菌薬の 2剤併用療法が推奨されてい
る５）。一方，敗血症に対しては早期に適切な抗菌化学療法
の開始が重要であるが，pre-MDRPまたはMDRPによ
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る感染であることが判明した後，BCプレートの結果が
得られるまでにはさらに 1日の期間が必要となるため，
抗菌化学療法の開始が遅れてしまう。また，BCプレート
はスキップ現象により解析できないこともある。した
がって，起因菌として pre-MDRPやMDRPが想定され
る敗血症に対して経験的治療を行うための併用療法の有
効性を評価した疫学的調査が重要である。本研究の結果
は，CL�RFPによる併用療法が pre-MDRPやMDRP感
染症に対する経験的治療として有用な抗菌化学療法にな
る可能性を示唆する重要な知見であると考えられた。
結論として，pre-MDRPおよびMDRPに対する 2剤

併用療法として，CL�RFPの併用が有用である可能性が
示唆された。また，pre-MDRPに対しては，CL�RFP
に加え PIPC�AMKの併用も有用である可能性が示唆さ
れた。
利益相反自己申告：申告すべきものなし。
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Combination antimicrobial therapy has been required to treat resistant Pseudomonas aeruginosa infection in
critically ill patients. However, the efficient antimicrobial combination for Pseudomonas aeruginosa remains
controversial. In the present study, the antimicrobial combination effect on the clinically isolated Pseudo-
monas aeruginosa, which has resistance two or more drugs [Imipenem (IPM), Ciprofloxacin (CPFX) and
Amikacin (AMK)] from April 2009 to December 2014 in Mie University Hospital was investigated. Multi-
drug resistant Pseudomonas aeruginosa (MDRP) was defined as having resistance to all drugs from IPM, CPFX
and AMK. Pre-MDRP was defined as having resistance to 2 drugs from IPM, CPFX and AMK. Scoring analy-
sis was used to evaluate the results of the antimicrobial combination effect with the Break-point Checker-
board (BC) plate method. The analysis was challenged again when the skip phenomenon was observed. Six-
teen pre-MDRP strains and 10 MDRP strains were extracted. In the pre-MDRP strains, the combination of
colistin (CL) and rifampicin (RFP) was most effective (92％; total score 33�perfect score 36) and a combina-
tion effect was observed in 8 of 9 strains. In addition, the combination of piperacillin (PIPC) and AMK was
the second most effective (90％; total score 18�perfect score 20) and a combination effect was observed in 5
of 5 strains. On the other hand, the combination of CL and RFP was most effective for MDRP (85％; total
score 17�perfect score 20) and the combination effect was observed in 4 of 5 strains. In conclusion, the combi-
nation of CL and RFP would be considered as one of the useful options for the empiric treatment of resistant
Pseudomonas aeruginosa infection.


