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                          Masuyoshi HARADA 
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                            (Director: Prof. J. Ishigami) 

   Clinical and fundamental studies were performed using Citrobacter  freundii isolated from 

urine specimens of in- and out-patients between January 1980 and July 1981. 

   The C. freundii  (>104/m1) isolated from urine was closely related to chronic complicated 

urinary tract infection. 

   MICs of pyridonecarbonic acids (ENX, OFLX and NFLX) and CMX against  Cfreundii 

were low. 

 Pyridonecarbonic acids (ENX, OFLX and NFLX) and CMX showed good therapeutic 

effects against the experimental ascending pyelonephritis of mice according to their MICs. 

Against the experimental ascending pyelonephritis of cyclophosphamide-treated mice, pyri-

donecarbonic acids (ENX, OFLX and NFLX) showed good therapeutic effects. 

   Experimental intraperitoneal infection of mice was made easily with a low inoculation 

dose by adding mucin. Pyridonecarbonic acids (ENX, OFLX and NFLX) and CMX 

showed good therapeutic effects against this experimental model. 

   Experimental respiratory tract infection could not be made in the mice with the organism 

isolated from urine. 

Key words: Citrobacter  freundii, Experimental infection, Pathogenicity, Urinary tract infection

緒 言

感染症 の起炎菌は時代 とともに変遷す るとされ,事

実尿路感染症は1960年 代後半 までは グラム陰性菌に比

し陽性菌が,1970年 代中葉 ではグラム陰性菌 とくに 弱

毒菌 とされ ていたSerratiamarcescensやPseudomonas

aeruginesaな どに よる感染症が問題 とな って きた1・2).

近年神戸大学 医学部附属病院泌尿器科に おいて α一

trobacterfreundiiの分離頻 度が増 加 し,か つこれ ら菌

株 の多 くが各種 化学療法剤に対 して高度耐性であるこ

とが注 目され,ま た マウスを用いた感染実験に おいて

それ ら菌株のなかに は強い病原性を有す る菌株 の存在

が証 明された.今 回著者 は尿中 よ り(λ/勉 π疏 が分離

された患者の臨床像 の解析をお こない,臨 床的にその

病原性を検討す るとともに,片 岡3)が 報告 した各種化

学療法剤の(].freundiiに 対す るMICに 加え,最 近

開発 された抗菌物 質のMICを 測定 した.さ らに マウ

ス感染実験や それを用 いた各種抗菌物質に よる治療実

験をお こない,過 去 の臨床において尿路感染症の起炎

菌 としてはSerratiaな どに比べ 余 り注 目されていな
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か ったC,freundiiの 病 原性につ いて い くつかの興味

あ る知見を得た ので報告する.

実験材料および方法

C・freundii尿 路 感 染 症 の 臨 床 像 の解 析=臨 床 的tc

C.freundiiの 病 原性 を検 索 す るた め,解 析 対 象 とな っ

た症 例 は1981年1月 よ り7月 まで の7ヵ 月 間 に,尿 中

よ り本 菌 が104/ml以 上 分 離 され た神 戸 大 学 医 学 部 附

属 病 院 泌 尿 器 科 外 来 お よび入 院 患 者20例 で あ る.

臨床 分離C.freundiiに 対 す る 各 種 抗 菌 物 質 の

MIC:1980年1月 か ら1981年7月 ま で の間 の当 院 患

者 尿か ら新 鮮 分 離 同 定 され たC.freundii53株 を 用 い

て各種 抗菌 物 質 のMICを 測 定 した.測 定 方 法 は

MUIIerHinton寒 天 培 地(Difco)に ミク ロプ ラ ン

タ ー(佐 久間 製 作 所)を 用 い て106CFU/m1の 菌 液

を 接 種 し,日 本 化 学 療 法 学 会標 準 法4)に よ りお こ な っ

た.使 用 した 抗菌 物 質 はAmpicillin(ABPC),Pi-

vmecillinam(PMPC),Piperacillin(PIPC),

Carbenicillin(CBPC),Sulbenicillin(SBPC),

Aspoxicillin(ASPC),Amoxiciilin十Potassium

clavulanate(AMPC十CVA),Cefazolin(CEZ),

Cephalexin(CEX),Cefoxitin(CFX),Cefotiam

(CTM),Cefmetazole(CMZ),Cefmenoxime

(CMX),Cefoperazone(CPZ),Cefotaxime

(CTX),Ceftizoxime(CZX),Latamoxef(LM・

OX),Cefbuperazone(CBPZ),Ceftazidime

(CAZ),Cefpiramide(CPM),Cefminox

(CMNX),Ceftriaxone(CTR.X),Dibekacin

(DKB),Gentamicin(GM),Sisomicin(SISO),

Netilmicin(NTL),Astromicin(ASTM),Fos-

fomycin(FOM),Sulfamethoxazole-trimethoprim

(ST),Trimethoprim(TMP),Nalidixicacid

(NA),Pipemidicacid(PPA),Cinoxacin(CINX),

Norfloxacin(NFLX),Ofloxacin(OFLX)お よ

びEnoxacin(ENX)の 計36剤 で あ る。

動 物 感 染 実 験=用 い た菌 種 は α ノ励 η4だNo.1,

No.7No.11,No.12,No.16,No.21,No,22,No.30,

No.32,No,43,No.45お よびNo.53の 計12株 で

あ る.対 照 と してEcoliP-5101,P.morganiiKono,

K、PneumoniaeNo・13,S・marcescens5L9,」P,aerugi-

nosaNo.12の 計5株 を用 いた.

実 験 動 物 は 静 岡 実験 動 物 農 業 協 同 組 合 よ り購 入 した

マ ゥス で,(i)上 行 性 腎孟 腎炎 治 療 実験 に はddY

系,雄,体 重22～309,(ii)Cyclophosphamide(以

下CP)処 理 免 疫 能低 下 マ ウス上 行 性 腎孟 腎炎 の感 染

・治 療 実験 に はICR系,雌 ,体 重21～26g,(iii)

腹 腔 内感 染 ・治 療 実 験 に はddY系,雄,体 重18～

209お よび(iv)気 道 感 染 実 験 に はddY系 ・ 雄 ・

体 重16～18gを それ ぞれ 用 い た.

CP処 理 マ ウス=予 備 実 験 と してCP(Endoxan

塩 野義 製 薬)をICR系 マ ウス腹 腔 内に300mg/kg

注 射後,経 時 的 に 白血 球 数 を 測 定,も っ と も白血 球 数

の 低下 した とき を 免 疫 能 低 下 と しCP処 理 免 疫 能 低

下 マ ウス と した.

感 染方 法 お よび 治 療 実 験=

(i)マ ウス上 行 性 腎 孟 腎 炎 作 製 法;片 岡3)の 方 法

に 準 じた,す なわ ち マ ウ スをPentobarbital-Na(25

～50mg/kg)麻 酔 下 に,下 腹 部 切 開 に て 膀 胱 を露 出

させ,O.25mlツ ベル ク リ ン注 射 筒(26G注 射 針)に

て 菌懸 濁 液(103～10gCFU/ml)O・1mlを 膀胱 内に

注 入 し直 ちに 腹 壁 を 縫 合 閉 鎖 した.尿 が 貯 留 して い る

場 合 は膀 胱 圧 迫 に よ り排 尿 させ た 後 に こ の操 作 を お こ

な った,菌 接 種 前 後 の24時 間(計48時 間)は 絶 水 させ

た.膀 胱 内 へ の異 物 挿 入 お よ び膀 胱 粘 膜 上 皮 細 胞 へ の

薬 剤 処理 な ど の前 処 置 は一 切 お こな わ ず,外 尿 道 口閉

塞 もお こなわ れ なか っ た。

(ii)マ ウス 上 行 性 腎孟 腎炎 治療 実 験;本 実 験 に使

用 し た薬 剤 はENX,OFLX,NFLX,PPA,MINO,

PMPC,CMX,CBPCお よ びGMの9抗 菌 物 質 で,

前6剤 は 経 口投 与,後3剤 は皮 下 投 与 を お こ な った.

使 用 した 菌 株 は 片 岡3)の 報 告 に お け る マ ウス上 行 性 腎

孟 腎炎 感 染 実 験 に 使 用 したC.freundii12株 の うち 比

較 的病 原 性 の弱 いNo,21と 病 原 性 の強 いNo.53の

2株 で,菌 接 種 量 はNo.21で3001D5。,No.53

で は1001D5。 で あ っ た.菌 接 種 後3,8,24,30,

48お よび54時 間 目に そ れ ぞ れ投 薬 され た.5日 後 のマ

ウス 生存 率 を 求 めLitchfield-Wilcoxon法 に よ り

ED50値 お よび95%信 頼 限 界値 を算 出 した.

(iii)CP処 理 マ ウス上 行 性 腎 孟 腎 炎 作 製 法;ICR

系 マ ウ スにCP300mg/kgを 腹 腔 内に 注 射 後4日 目

に 菌 を 接 種 した.感 染 方 法 は 前 記 の方 法 と 同 様 で あ

る.使 用 した 菌 株 はC.freundiiNo.12,No.2亘,

No.32お よびNo.53で,対 照 とし てE.coliP・

5101,P.morganiiKono,K.PneumoniaeNo .13,S,

marcescensS.gお よびp.aeruginosaNo.12を 用 い

た.

(iv)CP処 理 マ ウ ス上 行 性 腎 孟 腎 炎 治療 実 験;本

実験 に 使 用 した 抗 菌 物 質 はENX,OFLX,NFLX,

PPA,PMPC,CMXお よびGMの7剤 で,投 与 方

法 お よび投 与 時 間 は 前 述 の方 法 と同 様 で あ る.使 用 し

た 菌 株 はC・freundiiNo.21お よびNo,53で あ る.

(v)マ ウス腹 腔 内 感 染 実験;ddY系 マ ウス の腹腔
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内にO.5mlの 菌 懸 濁 液(4%ム チ ン添 加 群 お よび 非

添加 群)を 注 入 し,フ 日後 の 死亡 マ ウス数 よ りLD5。

を求 め た.使 用 した 菌 株 は0.freundiiNo.1,No,

7,No.11,No.12,No.16,No.21,No.22,No.

30,No.32,No.43,No.45お よびNo.53の 計12

株 で,対 照 と してP.aeruginosaNo.12,S.marcescens

S"9,P'mo「ganii1(ono,K・PneumoniaeNo.13お よ

びE.colip-5101の 計5株 を用 いた.ま た 使 用 した ムチ

ンはDifcoBactoMuchinLot.No.633046で あ る.

(vi)マ ゥス腹 腔 内 感 染治 療 実 験;前 述 の方 法 で マ

ウスに ム チ ン添 加菌 懸 濁 液 を接 種 し,接 種 後0時 間 お

よび6時 間 後 に 薬 剤 を投 与 し,7日 後 の マ ウス 生存 率

を求 めLitchfield・Wilcoxon海 こよ りED5。 値 お よ

び95%信 頼 限 界値 を 算 出 した,使 用 した 菌 株 はC.

freundiiNo.21お よびNo.53の2株 で,投 与 抗 菌 物

質 はENX,OFLX,PPA,MINO,CMX,CBPC

お よびGMの7剤 で あ る.

(vii)マ ウス気 道 感 染 実 験;ddY系 マ ウス を エ ー

テルに て麻 酔 後,50μ1の 生 理 食 塩 水 菌 懸 濁 液 を鼻 腔

に 滴下 し,自 然 吸 引 させ 実 験 され た.接 種5日 後 の マ

ウス死 亡 率 よ りLD5。 を求 め た.使 用 した 菌 株 はC.

freundiiNo.1,No.7,No.11,No.12,No,16,

No.21,No.22,No.30,No.32,No.43,No.45

お よびNo.53の 計12株 で,対 照 と してP.aeruginosa

No.12,S.marcescensS.9,P.morganiiKono.K.

pneumoniaeNo.13お よびE.coliP-5101の 計5株

を用 いた.

Table1.

1.Patients

BackgrounClfactorsof20casesof

α 〃・bacterノ 碗 η躍UrinarytraCt

infcction

ln-patient

Out-patient

Total

Number

18

2

2.Diagnosi5

20

Chroniccornplicatedpyelonephritis

Chroniccomplicatedcystitis

Postprostatectomyinfection

Total

Number

9

8

3

3.Underlyingconditbn

20

BPH

Renalstone

BT

PC

Ureteropelvicstenosls

Ureterstone

BT十BPH十BS

BPH十BS

BPH十PC

Urethralstenosis

Urethralcaruncle

Total

Number

4

3

3

3

1

1

1

1

1

1

1

20

4。Typeofinfection

結 果

1)臨 床像 の解析

対象症例20例 の うち入院患者が18例 と大半を占め,

感染診断名は慢性複雑性腎孟 腎炎が9例,慢 性複雑性

膀胱炎が8例,残 り3例 が前立腺術後感染症で,す べ

て慢性複雑性尿路 感染症 であった(Table1).そ の基

礎疾患は前立腺肥大症が4例,腎 結石,膀 胱腫瘍お よび

前立腺癌が3例 つつ で,以 下Tablcに 示す ごとくで

あった,起 炎菌 として本菌単独に よるものは20例 中15

例 で,他 は複数菌感染症のひ とつ として分離 された.

20症 例中カテーテル留置例 は13例 と65%を 占めていた.

2)MIC分 布

臨床分離C.freundii53株 に 対 す る ペ ニシ リン系

抗生物質 のMIG分 布(Fig.1-1～2)はPMPCが50

μg/皿1に ピークを有 した以外,他 の薬剤では 大部分

の株が100μg/ml以 上 と高度耐性株 であ った.現 在

市販 されて い る セ フエ ム系 抗 生 物 質のMIC分 布

(Fig.1-3～4)もIooPt9/ml以 上のMIcを 有す る高

MonomicrobiaI

Polymicrobial

Total

Number

15

5

BPH

BT

PC

BS

Benignprostatichypertrophy

Bladdertumor

Prostaticcancer

Bladderstone

20

度 耐 性 株 が 多 い が,CMXは100μ9/ml以 上 の耐 性

株 を 認 め ず,か っ6。25μ9/mlにMIcの ピー クを

有 し てい た.LMOXも 同 様 に6.25μ9/ml,CTX

お よびCzxで は12.5Pt9/ml,cPzは25μ9/mlに

MIGの ピー クを 有 し,こ れ らいわ ゆ る第3世 代 とさ

れ る セ フ ェム系 薬 剤 は きわ め てす ぐれ た も の とは い え

ない が,比 較 的 良 好 なMIC値 を示 した.こ れ に対

して いわ ゆ る第2世 代 と され るセ フ ェム系 薬 剤 であ る

CTMのMICは50μ9/mlに ピ ー クを有 し,CMZ

では ほ とん どが50μ9/m正 以上 で,ま た い わ ゆ る第



1162

冨
鋸£

£
.…≡

塁'扇

お
の

も

だロ

2

0
.≧
結
ヨ
E
コ
o

100

80

60

40

20

泌尿紀要31巻7号1985年

Sensitivitydistributionofclinioalisolates
Citrobacterfreundii(53strains)

lnoculumsize:106cell5ノ 皿2

0-OA8PC

NS8PC

ONOCBPC

●閏●PtPC

幽一6PMPC

50。050.1020.お078讐563.13625125お50100》100

MIC(μ9!留)

B
醒
ρ
`
.∈

のε

2冨

お

芒い

2豊

書
慧
5
Eコ

o

100

80

60

40

20

Sensitivitydistributionofclinicalisolates
Citrobacterfrevndii(53strains)

lnoculum5ize:105cells1皿2

0■oCEX

tsacEZ

o-aCFX

●■●CTM

桶CMZ

x呈

≦0`050質盲020」390.781563.蓼3625125ゐ50100>100

M藝C(μ91mの

Drug SO.OSO,102e390、 ア81茄3.13625辱25ゐ50量00》100Total Drug 50.95砿1020190,781563.136ゐ1乃 ゐ50100》1口 舳

ABPC

S8PC

CBPC

PIPC

PMPC 3

1

2

2

蓄

111

2

1

13

14828

50

149

47

17

53

53

53

53

CEX

CEZ

CFX

CTM

CMZ

31

53

152

1250

122521

14642

53

53

53

53

53

Fig.1-1 Fig.1-3

SensitivitydistribUtionofclinicalisolates

Citrobacterf鳳 」ndii(53strains》

100

§

馨8・

:1

嶺60

も

芒ゆ
240
巴

.雲

薯20ε

Sensitivitydistributionofclinicalisolates

Citrobacterfreundii(53strains)

lnocuiurnsiZe:100cell5ノ 昭

o-oASPC

△【6AMPC十CV跳

2

コ

9

嚢`

.⊆

Ut
.⊆

謹

冨

も

だゆ

2

Φ
.…⊇

鴛3

Eコ

o

100

80

60

40

20

lnoculumsize:loecell51掘2

0■℃CMX

図CTX

o-OCPZ

燭　噂CZX

幽脚6LMOX

50.ほ50.10,20.刃0,781,SS3。1362512.52550100>100

MIC(P9ノ 祓)

50.050,10.20.390.781563.136.2512.52550100>100

MIC(μ9!紹)

Drug

50茄O.1020SgO.rs1563A3625量 鵠 閥 騎100》1COTotal

sao50.1e20390.凋1溺3J36251鵬 鋳50100》ICOTota1

Drug

ASPC

AMPC+CVA

3 5053

1237453

CMX

CTX

CPZ

CZX

覇_MOX

2

1

1

3

1

1

2

2

1

1

2

1

1

1審

7

2

12

9

20

9

1

4

16

5

13

1

15

5

4

11

24

9

1

5

1

12

5

7

8

1

2

3

13

11

11

6

s3

s3

Fig.1-2 Fig.1-4



原 田:CitrobacterfreundiiH63

SensitivitydistributionofclinicalisolatesSensitivitydistributionofclinicalisolates
『Citrobacterfrevndii(53strains)Citl℃bacterfreundii(53strains)

で9

至
`
.⊆

,⊆
理
鰯

も

怨
ゆ2

①
,≧
鈷
ヨ
E
コo

100

80

60

40

20

lnoculumsiZe:106cell51nd

o嘲OCMNX

凸一るCBPZ

o圏 ロCTRX

●一●CAZ

個LCPM

。匙

≦0.050.1020.狛0.781.SS3.136.2512.52550100>1CO

で£

至

毛'5

.⊆

理ぢ

も

芒ゆ

2

巴
o
.≧

結3

Eコ

o

100

80

60

40

20

MlC(μ9!旭 》

hocubmsize:100celi51側2

0■OFOM

図LST

o■oTMP

≦O.OSO.1020.390.781.覧3.136.251252550100>100

MIC(A9!磁)

Drug ≦0茄O.1e20390JeI563J36251as2550100》100Total Drug ≦0・050,1020.鴛0.reIS63.136ゐ125万 騎100》100Total

CMNX

CBPZ

C國「RX

CAZ

CPM

112

21113

112114

曾2

3644
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1世 代 と され るセ フ ェム系 薬 剤 で あ るCEZで は 全

株 が100μg/m1以 上 で あ っ た.現 在 開 発 中 のセ フ ェ

ム系 抗 菌物 質に 対 す るMIC値(Fig.1-5)で は12。5

μ9/mlにMIcの ピ ー クを有 す るCAZが も っ と も

よい成 績 で,他 の 抗 菌 物 質に は100Ptg/ml以 上 と高

度 耐 性 であ った.3.13μg/mlにMICの ピ ー クを有

す るASTMは50μg/ml以 上 のMICを 有す る菌

株 を 認 めず 良 好 な 感 受 性 を示 した(Fig.1-6).ま た

NTL,sIsoお よびGMは25Pt9/mlにMlcの

ピー クを示 し比 較 的 良 好 で あ ったが,DKBで は100

μg/mlと 不 良 であ った.FOMは12,5μg/mlに

MICの ピー クが あ り,1株 のみ が100μ9/ml以 上

のMICを 示 した(Fig.1-7).最 後 の ピ リ ドンカ ル ボ

ン酸系 抗 菌 物 質 のMIc分 布(Fig.1-8)を み る と

ENX,OFLXお よびNFLXの3剤 は と もに0.39

μg/mlにMICの ピー クを 有 し,本 実 験 に 使 用 した

抗 菌物 質 の うち も っ と も良 好 な成 績 であ った.CINX

お よびPPAで は 前 者 で6.25μ9/mlお よび 後 者 で

1.56pg/mlと 比 較 的 良 好 な成 績 で あ った が,100μg/

ml以 上 のMICを 示 す 株 も認 め られ た.NAは6.25

μ9/mlと100Pt9/ml以 上 のこ 峰 性 のMIcピ ー クを

有 した 。

3)動 物 感 染実 験

(i)マ ウス 上行 性 腎孟 腎炎 治 療 実 験:各 種 抗 菌 物

質 の 治 療 効果 がTable2に 示 され て い る,No.21に

よる 感 染 例 で は ピ リ ドンカ ル ボ ン酸 系 のENXお よ

びOFLX,セ フ ェ ム系 のCMXが そ のMICと 同

様 に 良 好 なED50を 示 した.No.53に よる感 染 例 に

お い て もENXお よびCMXが 良 好 なEDseを 示

し,GMも 良好 で あ っ た.

(ii)CP処 理 に よ るマ ウス 白血球 数 の変 動:CP

処 理 に よる マ ウス 白血 球 数 の変 化(Fig.2)はCP処

理 前 マ ウス の 白血 球 数7,000/mlに 対 し,2日 目で

1,200/m1と 急激 な 低下 を 示 し,4日 目に は560±60/

m1と 最 低値 を示 した.そ の後 回 復 傾 向 を 示 し,8日

目に は6,000/mlま で 回 復 した.

(iii)CP処 理 マ ウ ス上 行 性 腎孟 腎炎 感 染実 験=前

述 の実 験 結 果 よ りCP処 理 後4日 目に 菌 を 感 染 させ

た(Table3).C.freundiiお よび 対 照 の菌 株 の うち

で もっ とも 病 原 性 が 強 か った もの はP.aertiginosa

No.12でLD5。 が1.5×10icFu/mouse,ID50が

1桁 台 で あ った.(ニ ノ勉 η4fiの うち ではNo.53が も

っ と も高 い病 原 性 を 示 し,LD,。 が102GFU/moUse,

ID50は1桁 台 で,LDsoでP.aeruginesaよ り10且

Tablc2. Effectofvariousantibacterialagentsagainstasccndingkidneyinfectionswith

C.ノ'reundiiinmice

Infection

C.freundiiChallenge

No・doseRouteDrugRoute

(CFUlmouse)

Treatment

Hourafter

cha腿enge

MIC

ED・ ・(・91kg!d。se》(μ9/nt)・*

KidneyUrinarybladder

21
1.6×IO7

(3001D50)

1ntra-

vesical

ENXpo3,8,24,30,48,54

OFLX

PPA

po

po

MINOpo

PMPCpo

CMX SC

C8PCsc

GMsc

〃

3.18σ.7-6.0)掌3.62(2.2r5.9》

2.87(0.9-8,9)3.56(2.1-6.0)

35.0(6.1-200》53.6(16.1-179)

>400

>200

79.3

>400

>50

>400

>200

70.8

>400

>50

0.39

O.39

1.56

50

50

6.25

>400

25

53
1.0×los

(1001Doo)

ENX

NFLX

po3,8,24,30,48,54

po

PPApo

Intra。PMPC

vesical
po

CMXsc

GMsc 〃

3.43(1.6-4,4)

12.3(2.9-66.6)

61。0(30.7-121)

28.9(6.6-126)

1,27(0,5-3.5}

3561(O.8-15,ア)

4.42(1.4-14.0)

10.9(2。7伽 軋1》

53.2(20.3-139)

28.9(6齢6-126)

1.29(0,6-2,7》

3.40(1.1-10.5)

0.78

0.39

3.13

0.78

0.2

0.78

oNumbersinperenthesesindiceted95%confidencelimits .
韓TheMICsweredeterminedbytheegerdilutienm飢hodeceerdingtothetreeemmendodbyJep8nSeciety

ofChemotherapy.
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Table3。Infectivityof(7.freundiiandotherorganismsinascendingkidney

infectionsincyclophosphamidetreatedmice

(Cyclophosphamide-treated)

Organisms

Mortatity
(LD50)

(CFU!mouse)

Bacterialfinding(IDso)
(CFU/mouse)

KidneyUrinarybladder

c.freundii

〃

〃

〃

12

21

32

53

3.4×lO4

6.3×104

1.1×105

7.0×102

1.0×101

2.1×101

1.0×lO2

1.45

1.OXIoi

2.1×101

1.0×102

1.45

E.eo髭P5101

PLmorganiiKono

K.pne麗 配oπ ごαeNo.13

S.〃tarce8censS-9

P.aeruginosaNo.12

>1.6×107

5.5×105

8.0×103

1.9×103

1.5×10'

6.3×10'

5.3×103

5.6×lot

3.7×102

1.5

8.8×loi

5.3×los

5.6×101

3.7×lO2

1.5

寧Cyclophosphamide(300mg/kg)wasgivenintraperiteneally96hoursbeforechallenge .
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Table4. Effectofvariousantibactcrialagentsagainstascendingkidneyinfectionswith
(7.freundiiincyclophosphamidetreatedmice

C.freundii

Infection Treatment

No.

Challenge
doseRoute

(CFU/mouse)

CP*D
rugRoute(

mg!kg)

Hourafter

chatlenge

MIC*紳

ED欝

(。g!kg!d。se)(μ 鋼)
KidneyUrinarybladder

21
1×103

(4761D50)
Intravesical300

ENXP◎3,8,24β0,48,542.8(1.6。 己L9)

OFLXpo

NFLXpo

PPApo

CMXsc

GM SC

〃

〃

〃

〃

〃

1.7(1.1-2.7)

7.7(3.4-17.6)

27.3(12.6-59.2)

3.1(1.9-5.2)0.39

1。7(1.1-2.7)0.39

7.7(3.4-17.6)0.39

29.2(2.9-66.7)1。56

70.7(22.3-224)114.0(67.9-191)6.25

>50 >50

53
1×102

(691D50)

ENXPo3,8,24,30,⑱,543.51

NFLXpo

PPApo

Intravesical300PMPCpo

CMX

GM

SC

SC

〃

〃

〃

〃

11。0(5.5-21,8)

31。5

45.7(19.1-109)

1.7(1。0-2。7)

3.510.78

11.0(5.5。21.8)0.39

35.4(23.9-52.5)3.13

51。7(20,7-129)0.78

1.9(0。7-5.0)0●2

1,6(O,9-2.8)1.8(0.9-3.8)0.78

oCyclophosphamidewasgivenintraperitoneallyat96hoursbeforechallengo .

躰Numbersinparenthθ5esindicated95%GonfidenceIimits .

車牌TheMICsweredeterminedbytheag8rdilutionmethodaccordingtothatrecommendedbyJ8p8nSocietyof

Chemotherapy.

cFu/mouseオ ー グ ー高 い もの のID5・ で は 同 等 で

あ った.本 菌 は他 の 対 照菌 と較 べ て もLD5・,ID5・ と

もに 低 く,病 原 性 の強 い こ とが 示 唆 され た 。No.12お

よびNo.21で はLD5。 が104cFu/mouse,ID50

が10icFu/mouseで あ り,No.32で はLD5・ お よ

びID5。 と もに 前2株 に 比 べIOiCFU/mouseオ ー

ダ ー低 い成 績 で あ っ た.CP処 理4日 後 の 腎表 面 は や

や 腿 色 した茶 褐 色 を 示 し腫 脹 は認 め られ な いが(Fig.

3),CP処 理4日 後 にC.freundiiNo。53を4.0×

102CFU/mouse感 染 させ て3日 経 過 後 の腎 の表 面 は

乳 白色 を呈 し,膿 の 貯 留 が認 め られ 大 き く腫 脹 して い

た(Fig.4).
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Table5.Mortalityofmiceintraperltoneally

三nfectedwith(7. 」freundiiandfive

otherorganisms・withQutmucin

LD50
(CFU/mou5e}

Table6.MortalityofIniceintraperitoneally

infectedwithC.ノ'reundiiandfive

otherorganlsmswith4%mucin

Organisms Organisms
LD50

(CFU/mouse)

c,freundii

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

1

7

11

12

16

21

22

30

32

43

45

53

>2●75XIO7

>2.5×107

〈4.8×107

7.9×107

>3.5×IO7

1。2×lO7

>4.OX107

>3・3XIO7

1.26×IO7

3.5×lO7

>3.5×IO7

1.74×106

C。freundii

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

1

7

11

12

16

21

22

30

32

43

45

53

4.7×lO4

1.4×107

7.9×105

1.1×IO3

2.0×106

4.5×104

>4.OX106

3.3×loe

4.0×lO3

1.3×lO6

く3.5Xlos

3.3

P.αe剛g'π08αNo.12<5.5×106

S。 配arcescensS-99,35×106

P」 皿orgαn`iKo口03.0×108

κ.pneumoniaeNo●134.1×107

E.cotiP-5101>4.1×103

P・ αθ「麗9ごπ08αNo.12

S.marcescensS-9

P.morganiiKono

K.pneumeniaeNo.13

E.co'`P-51el

1.3×IO2

2、6×103

1.3×103

4.5×105

9.0×10。

Table7. Effectofvar三 〇usantibacterial

C,ノ"reundiiinmice

agentsagainstsystemicinfectionswith

C。freundii

No.

Infection Treatment

澗 篇 蕗 ・・u・e・・c・・D・ugR・ute

21 2.5×106

(55LD・ ・)

ip

HourafterED50

challenge(mg/kg/d。se)

MIC
**

(μ9!mの

ENX

OFLX

PPA

MINO

十CMX

CBPC

GM

P◎

po

po

po

SC

sC

SC

53

0,6

〃

〃

〃

〃

〃

〃

2,02(1.49-2.75)*

1.63(1.25-2.13)

8。17(4.54-14.7)

>100

23.6

>400

12.6(9,57-16.5)

0.39

0.39

1.56

50

6.25

>400

25

2.5×IO3

(757LD50)

ip

ENX

OFLX

PPA

MINO

十CMX

CBPC

GM

po

po

po

po

SC

SC

SC

O,6

〃

〃

〃

〃

〃

〃

2,93(2,06-4.16)

4,09(2.49-6.74)

10.5

5.26

0,47(0,29-0.78)

17.7

0.51

0.78

0.78

3.13

6.25

0.2

6.25

0.78

.Nurnbersinparenthesestndicated95%cenfidencetimits.

韓TheMICsweredeterminedbythea巧arditutionmethodeccordingtothatrecommendedbyJapanSecletyof

Chemether叩y・
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Table8.Mortalityofmiceintranasallyinfected
withC.freundiiandfiveotherorgani-
sms

O「ganisms
LDoo

(CFU!mouse)

C.freundiご

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

1

7

11

12

16

21

22

30

32

43

45

53

>5.Ox107

>5.Ox107

>5.Ox107

>5.OX107

>5.OX107

>5.0×107

>5.0×107

>5.OX107

>5.0×IO7

>5.Ox107

>5.0×IO7

>5.0×IO7

P.α θ剛9`π08αNo.12

S.marcescen8S・9

P.morganiiKono

κ.pneumon血eNo。13

石「.eo泥P-5101

5.OXloe

>5.ox107

>6.Ox107

>7。5×107

>5.0×IO7

(iv)CP処 理 マ ウ ス上 行性 腎孟 腎 炎 治 療 実験(Ta・

ble4):C.freundiiNo.21の 感 染 例 で はOFLXの

ED5。 が1・7mg/kgと も っ と も す ぐれ て お り,GM

のED50は50mg/kg以 上 とも っ と も悪 か った.No.

53で はGMお よびCMXのEDsoが1.6～1.9

mg/kgと もっ と もす ぐれ て いた 。

(v)マ ウス腹 腔 内 感 染実 験(Table5,6)ム チ

ン非 添 加 群 で は(].freundiiNo,53のLD50の み が106

CFu/mouseオ ー ダ ーで 他 の 株 は107CFU/mouse

であ った.対 照 菌 で はP.aeruginosaNo.12お よび

S.ma2cescensS-9の み が106CFU/mouseの オ ー ダ

ーで ,他 の菌 種 は107あ るい は108で あ る.4%ム

チ ン添 加 群 では(Xf}eundiiNo.53のLD50は3.3

CFU/mouseと 非 常 に 強 い 病 原 性 を 示 し,つ い で

No.12,No,32が103CFU/mouse,No.1お よびNo.

21が104CFU/mouseの オ ー ダー を示 した.対 照 菌

で はP.aeruginosaNo,12が102CFU/mouseと 強

い病 原 性 を有 し,S.marcescensS-9お よびP.morg-

aniiKonoの103CFU/mouseの 順 で あ った.

(vi)マ ウス腹 腔 内 感 染 治療 実 験(Tablc7)=C.

freundiiNo.21に よる感 染 例 で はOFLXが1.63

mg/kg,ENxが2.02mg/kgのED5。 と良 好 な 治療

効 果 を 示 し,つ い でPPA,GM,CMXの 順 でMI-

NOお よびCBPCは 無 効 であ った.No.53に よ る

感 染 例 で はCMxのED50がo.47mg/kgで も っ と

も良 好 な 治療 効 果 を示 し,つ い でGMの0.51mg/

kgで あ り,他 の5剤 も 比 較 的 良 好 なED5・ を 示 し

た。

(vii)マ ウス 気 道 感 染 実 験(Table8)=P.aerug.

inosaNo.12の み が106cFu/mouseオ ー ダー の

LDseを 示 したが,他 の 菌 株 で は す べ て107CFU/

mouse以 上 のLP50で あ った ・ この こ とか ら今 回 の

実験 方 法 で は,こ れ ら α 〃 βπη苑 は マ ウスに 気 道 感

染 を起 こ しえ ない こ とが 示 され た.

考 察

Citrobacterは 腸内細菌科 に属す る グラム陰性 の運

動性を有す る桿 菌で,自 然 界に も広 く分布 し,ヒ トの

正常腸内 細菌叢 の一種 でも あ る.古 くはBethesda-

Ballerup菌 群 といわれ,生 物学 的 性状か らEsche・

richiaとSalmonellaの 中間型 とされ る.現 在In・

ternationalComm三tteeonSystemicBacteriology

において認め られてい るものは().freundii,C・dive-

rsusお よびC.koseriの3種 であ る.わ が国 のCitro-

bacterは 尿検体か らの 検 出が 多 く,な か でもfre-

undiiが 大部分を占め,残 りがdiversusで ある.諸

外国においてはCitrobacterに 関す る報告は少な く,

欧米に おいてはC.freundiiよ り(LdiverSUSの 検出

率の方が高い5～9).こ の両老 の検出率の差が なにに起

因す るか は興味 のあ る,ま た今後 あ ぎらかに され るぺ

き問題 である,

先に 当教室 の片岡3)が 臨床 分離(∴ ノ泌 π疏 の当院

泌尿器科 および他科に おける年次推移,各 種化学療法

剤 のデ ィス ク感受性 お よびMIC,さ らに マウス感染

実験 などに よ り,本 菌 が尿路系 の起炎菌 として留意す

べ きことを示 した,今 回は本菌感染例 の臨床像の解析,

現在 開発中の抗菌 物 質の本菌に 対す るMICな らび

に動物尿路感染モデルに対す る各種抗菌物質の治療効

果につ いて検討 した.

臨床像 の解析では,本 菌 は尿路感染症 のなかで も難

治性 感染症例で 高頻度に 分離 され ることが 示唆 され

た.す なわち,す べての症例 が尿路に基礎疾患を有す

る慢性複雑性尿路感染症で,と くに カテーテル留置例

が 多い.ま たその原因を ここで明確にす ることはで き

ないが,基 礎疾患のなかで も下部尿路 のものが多か っ

た.以 上が本菌に よる尿路感 染症 の臨床的な特徴 と考

えられ るが,今 回検討 され た症例数が20例 と少ないた

め,さ らに検討を要す るとも考 え られ る.前 述 した よ

うな特徴を もつ臨床像 か ら分離 された本菌は,長 時間

にわた る種 々の化学療法 を受 けざるをえず,そ の結果

多剤耐性菌 として分離 され ることが多い ものと考え ら

れ る.
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各 種抗 菌 物 質 に 対 す る 本 菌 のMICは 片 岡3>の 報

告に 続 き,さ らに 新 し く開 発 され た 抗 菌物 質12剤 を加

えた計36剤 のMICを 測 定 した.片 岡 が 良 好 なMIC

を示 した と報 告 したPMPC,CMX,GM,FOMお

よびPPAに つ い て は 同様 の成 績 を 得 た.今 回 新 し

く検 討 され た 抗 菌物 質 の うち ではASTM,ENX,

0肌Xお よびNFLXが 良 好 なMICを 示 した.

全体 と してみ る と,本 実験 に供 したC.freundiiに 対

す るinvitroの 抗菌 性 は ピ リ ド ンカル ポ ン酸 系 の抗

菌物 質 が もっ と も強 く,こ れ らの薬 剤 感 受 性 パ タ ー ソ

は岡本10),出 口ID,後 藤12)お よび 小 酒 井 ら13)の報 告 と

よ く一 致 して いた.

マ ウス感染 実 験 に お い て 片 岡3》が 指 摘 した 病 原性 の

強 いC.freundiiNo.53と,中 等 度 の病 原 性 を もつ

No.21を 用 いた 上 行 性 腎孟 腎炎 の治 療 実 験 を お こな

った.No,21に よる感 染に 対 して はENX,OFLX

がす ぐれ た 治 療 効果 を 示 し,No.53に はENX,

NFLX,CMXお よびGMが す ぐれ て いた.こ れ ら

の成 績 と そ れ ぞれ のMIC測 定成 績 とを 比 較 す る と

ENX,OFLX,NFLX,CMXお よびPPAは そ の

MICと 一 致 して 良好 な 治 療 成 績 を 示 した.GMの

No.21に 対 す るMICはNo.53に 対 す る よ りや や

悪 く,そ の 治療 成 績 も 同様 に 悪 か った が,MINO,

PMPC,CBPGに 比べ る と 有 効 で あ った.全 般 的 に

み る とinv且troとinvivoの 成 績 は 比例 す る結 果 と

いえ る,

臨 床 像 の解 析 か ら本 菌 は慢 性 複雑 性 尿 路 感 染 症 か ら

分離 され て い る こ とが 判 明 した.こ の事 実 か ら,い わ

ゆ るcompromisedhostに おけ る本 菌 の病 原性 を調

べ る 目的 で,CP処 理 法に よる免 疫 能 低 下 マ ウス モ デ

ルを 用 い た感 染 実 験 を お こな った.CP処 理 後4日 目

で白血 球 数 が 正 常時 の1110以 下 に 低下(Fig.2)し

た時 点 を も っ とも免 疫 能 が 低 い状 態 と した14-j15),CP

処理 後4日 目の免 疫 能 低下 マ ウスに おい ては(].freu・

ndiiNo.53で1.45CFu/mouseの 菌 接 種 で 感 染 が

成 立 し,感 染 を 成立 させ るに も っ と も多 い菌 量 を必 要

としたP.morganiiKonoで も5.3×103CFU/mouse

と,片 岡3)の 報 告 した上 行 性 腎 孟 腎 炎 感 染 実 験 で の菌

接 種量 の1/lo～1/104と あ き らか に 低 濃 度 で 感 染 が

成 立 した.と くにNo.53に お い て はP.aeruginosa

と同等 の病 原 性 を有 して いた.C.freundiiNo.21お

よびNo.53を 用 いた 免 疫 能 低 下 マ ウス の感 染 モ デ ル

治療 実 験 を お こ な った とこ ろ,No・21に 対 して は

CP未 処 理 の 感 染治 療 実 験 と同様 に ピ リ ド ンカル ボ ン

酸系 のENX,OFLXお よびNFLXで す ぐれ た 治

療 効果 が 得 られ た が,CMXで はそ のMICと 一致
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せずCP処 理 マウスでの成績が不良であった.こ れ

はCMXの 薬剤 そのものになん らか の原因が あ るの

か,す なわち本剤の抗菌性には生体 の免疫能,と くに

ここでは 白血球 に関与す る何 らかの要 因が影響 した も

のか とも考え られるが,No,53に 対 してはCMXも

良好な治療効果 が得 られてい るので,こ の原因につい

ては不明である.No.53に 対 してはENX,NFLX

に加えGMも す ぐれた治療 効果 を示 した.

本邦におけるC.freundiiの 臨床 分離株は大部分が尿

由来 であ り,こ の ことは片岡3)の 報告に おいて も述べ

られ てい る.し か しHodgesら6)お よびLipskyら9)

の本菌に よる呼吸器系 および外傷 を原因 とす る化膿性

疾患あ るいは敗血症 などの臨床例 が示 され てい ること

か ら,腹腔内お よび気道感染実験をお こなった.ム チン

非添加 の腹腔内感染実験にお いては尿路感染実験で も

っとも高い病原性を示 したNo.53の みが106CFU/

mouseのLD50を 示 し,他 の株では107の レベ ルで

あった.ム チ ン添 加に おいてはNo.53で は3.3

CFU/mouseと ムチ ン非添加に較べ1/106の 菌量で

感染が惹起 され,P.aeruginosaNo.12を 含むすべて

の対照菌 よ り感染力 が 強か った.ま た その他 のC,

カ θ雌薦 もすべてそれ ぞれ のムチ ン非添加の成績に比

べ より少ない菌量で感染が起 こっていた.こ の感染系

に対す る治療実験では尿路系感染治療実験 と同様に ピ

リドンカルボ ン酸系お よびCMXが す ぐれた 治療効

果を示 してお り,こ れ らの抗菌物質が高濃度に各臓器

に移行す ること,お よび 良好 なMICな どの 条件か

ら当然の成績 と推察 され る.

気道 感染 実験に おい ては 対照 菌のP・aeruginosa

No.12の みが106cFu/mouseのLD50を 示 した

のみ で,他 の対照 菌お よびすべ ての().freundiiで 感

染が起 こらなか った.本 実験に供 した(λ 戸θ繊朔 が

尿路系由来であるこ とか ら気道感染を惹起 し難 いとも

考え られるが,こ の詳細については本菌に よる気道感

染 の臨床例の検討をは じめ として今後さ らに検討を加

える考えであ る.

結 語

神戸大学医学部附属病院に おけ る尿中分離 α ノ泌 一

π疏 の病 原性につ いて基礎的,臨 床 的検討を加え,次

の結果を得た.

(1)尿中 よ り104/ml以 上のC.freundiiが 分離同定

された患老20例 の臨床像か ら,本 菌 は尿路,性 器に基

礎疾患を有す る慢性複雑性尿路感染症 と密接 な関係に

あることが示唆され,か つそ の うち尿道 カテーテル留

置例が13例,65%を 占めていた.
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(2)新鮮分離C・freundii53株 に対 して36種 の抗菌物

質のMICを 測定 した ところ,近 年開発 された,あ る

いは 開発 中 の ピリドンカルボ ン酸 系合 成 抗 菌 物 質

ENX,OFLXお よびNFLXが す く"れたMICを

示 し,β 一ラクタム系 の抗生物質ではCMXを は じめ

とす るいわゆ る第3世 代 とされ るセ フェム剤がす ぐれ

たMICを 示 した.

(3)マウス上行性腎孟腎炎治療実験においてはENX,

OFLX,NFLXお よびCMXがMICの 成績 と同

様にす ぐれた治療効果を示 した.

(4)CP処 理 マウス上行性 腎孟腎炎感染実験 ではCP

未処理 マウスの感染実験 と比べ1/10～1!104の 低濃

度で感染が成立 した.ま た その治療 実験に おいては

CP未 処理の治療実験成績 と同様にENX,OFLX,

NFLXが 良好な治療成績を示 した.

(5)マウス腹腔内感染実験 では ムチ ン添加 の感染実験

が,ム チン非添加に比ぺ低濃度で感染を惹起 した,ま

たこの治療実験に おいて もENX,OFLX,NFLX

およびCMXが す ぐれ た治療効果を示 した.

(6)マウス気 道感染実験では実験に供 したC.freundii

はいずれ も感染 を成立 させ ることはできなか った.

以上,(二freundiiは 病 原性が強 く,尿 路 感染症 の

起 炎菌 として留意すべ きものであることを報告 した.

稿を終わるにあたり,御 指導ならびに御校閲を賜った恩師

石神嚢次教授に感謝の意を捧げ,ま た直接御指導をいただい

た守殿貞夫助教授ならびに神戸大学医療技術短期大学部衛生

技術学利片岡陳正助教授に深謝するとともに,御 協力をいた

だいた教室の諸先生方に感謝いたします.
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