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    Ciinical and experimental studies were performed using Citrobacter freundii organisms which were

isolated from urine specimens of in一 and out－patients who visited our Department between January

1980and Julyユ981． Specimens食om other clinics were examined similarly fbr comparison． The

results are summarized as follews；

    （正）Most of the O㌧伽η薦isolated at our hospital were倉om ul・ille specimens（80％）． At our

department， C． freundii tended to’ be isolated at a higher frequency as the years passed （in－patients，

from 18AO／， （1980） te 19．00／． （1981）； out－patients， from 4．IO／． （Ll 980） to 6．40／， 〈1981））．

    （2） Examination by the disc method showed the C． freundii organisms to be sensitive to AMK

and PL， but to be resistant to 9 other drugs， especial｝y B－lactam antibiotics． Examination by the

MIC method showed the same organisms to be highly sensitive to PPA， FO）vl and GM， as well as

CMX （a B－lactam antibiotic）．

    （3） Phenol coeMcients of Hibitane and Osvan to C， freundii were not particularly， different from

those obtained for the Enterobacteriaceae．

    （4） Experimental urinary tract infection was produced by 12 strains of C． freundii in ’female ddY

mige．．by． iaj．ec．tien ．into．．exp．osed urinary bladd．er． ．

．T4e．Tnopt．ality． ， r4tlo in the ．blqdder infegtion werc calculated at 5 days after inoculation ofbacilli． Strain

No．12 and No．53’ induced a relatively high mortality ratio （1000／6 mortality at an infection dose of 5．0 ×

10s ’ bFUIni6Use’ and 7．e× 10s CFU／mouse， respectively）， Rates of recovery of the erganisms from

kidney ’ ≠獅?urinary bladder of the infected mice were high （In the case of No．12， the recovery rate

was 1000／， when the erganisms of 5．0×104 CFUfmouse were inocu！ated； sirnilarly 1000／． recovery

was attained when the No．58 organisms of 7．0×103 CFUgmouse were inoculated）．

    （5）Histopathologically， the infected kidney showed a severe inflam孤atory reaction associated

with abscess formation and necrosis of medulla， pelvis and papilla． The overall pictures were of

typical acute pyelonephritis．
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 化学療法剤の投与にさいしては，起炎菌の薬剤感受

性を知ることが原則であるが，起炎菌およびその薬剤

感受性の年次的動向を知ることも重要である．近年，

感染症の変貌はめまぐるしく，従来弱毒菌あるいは非

病原菌と考えられていた細菌による感染症が注目され

て来ている．いわゆるopPortunistic inf6ctioni ””3）と

よばれているものがそれであり，その主な原因菌とし

てはPseudomonasやグラム陰性桿菌ブドウ糖非醗酵菌

群およびSerratiaがあげられる．しかし著者は，尿か

らの分離頻度が最近増加し，薬剤感受性も低下して，

耐性菌が多く検出されるCitrobacter freundiiに注目し，

1980年1月目り1981年7月末日までの期間｝こおける神

戸大学医学部附属病院泌尿器科外来患者，同科入院思

者，および他科入院患者の尿から検出した細菌，その

検出率およびディスク感受性を比較し，とくに一部の

C’f「eundiiに関してはMIG（minimum inhibitory

concentratioh）および石炭酸系数を検討した．ついで

患者尿由来の（1 freundiiを用いてマウス膀胱内接種に

よる実験的腎孟腎炎を作製し，菌の感染能力，臓器か

らの菌回収および病理組織学的変化を検討した．その

結果，C． freundiiの病原性についていくつかの興味あ

る知見を得たのでここに報告する．

実験材料．および方法

 1）対象二1980年1月から1981年7月末日までの19

ヵ月間における神戸大学医学部附属病院の泌尿器科外

来，同門入院および他科入院患者の尿を対象とした．

 2）尿採取方法1男性では塁間尿，女性ではカテー

テル尿とした．

 3）細菌学的検査：尿中細菌数が夏05CFU／ml以上

認められた場合を尿路感染症起炎菌とし，その同定お

よび薬剤感受性試験を行なった，105CFU／ml未満の

分離菌についても可能な限り同様の検査を行なった．

生菌数の測定はdip slide法（ウリカルト）を， C・

freundiiの同定にはAPI－20E（API System S A．， Fra－

nce）およびMINITEK（BBL， Division of Becton，

Dickinson＆Company， U．S。A．）を用いた．

 4）ディスク法による薬剤感受性試験：ディスクは

モノディスク昭和（昭和薬品工業）を用い，培地は感

受性用ディスク培地（栄研化学）を使用した．ディス

クはampicillin（AB－PC），carbenicillin（CB－PC）， sul－

benicillin （SB－PC）， cephaloridkie （CER）， cephalexin

（CEX）， cefazolin （CEZ）， gentamicin （GM）， strepto－

mycin （SM）， amikacin （AMK）， dibekacin （DKB），

tetracycline （TC）， minocycline （MINO）， doxycycline

（DO文Y）， chloramphenicol（CP）， polymyxin－B（PL），

colisti．n （CL）， nalidixic acid （NA）， sulfamethizol

（SA）， sulfamethoxazole十trimethoprim （ST）， nitro－

furantoin（FT）およびdihydroxymethyl furatrizine

（FS）の種類であるが，年度により使用ディスクの差

異は多少あった．

 5）MICの測定：新鮮分離同定したC・．freundii 53

株を用いて各種抗生物質のMICを測定した．測定方

法は日本化学療法学会規定4）により，MuUer Hinton

寒天培地（Difc・）にミクロプランター（佐久間製作所）

を用いて106CFU／mlの菌液を接種しt．使用した

抗生物質はAB－PC， SB－PC， piperacillin（PI－PC），

pivmecillinam（PM－PC）， BRL－25000， GEX， cefme－

tazole （CMZ）， cefotiam （CTM）， cefoperazone （CP

Z）， cefotaxime （CTX）， ceftizoxime （CZX）， latamo－

xef （LMOX）， cefmenoxime （CMX）， T－1982， SN－

401， aEZ， cefoxitin （CFX）， GM， cinoxacin （CINX），

fosfomycin （FOM）， ST， trimethoprim （TMP）， NA

およびpipemidic acid（PPA）の計24種である．

 6）石炭酸系数の測定：使用菌株はα勲ππ疏No・

12，No．21， No．53ならびに対照菌としてStaphptlo－

coccus aureus 209P J（】一1， E∫cherichia coli NI耳J JC－2，

Klebsiella pneumoniae No．13， Pseudomonas aeraginosa

．．

mo．．12，一Prateus morgani－i Konoi Serratia marcescens－S－9

の計7菌種9菌株である、使用消毒薬はphenol（和

光純薬，特級），Hibitane（chlorhexidine gluconate

5％；住友化工：），およびOsvan（benzal konium chlo－

ride 10％；武田薬品工業）’を原液とし・て用いた．すな

わち上記消毒薬を滅菌蒸溜水に溶解し，適当な濃度に

稀釈し，その5皿1ずつを滅菌試験管IC入れる．被検

菌をheart infusion broth（栄研化学）で37。C，18時

間培養し，消毒薬が入っている試験管にその培養液

lm1を加え，5分後および10分後に各試験液から1

臼金耳ずつ取って，同brothに植え継いで再び培養

した．培養後の菌の生死は濁度で判定され，5分間接

触で生存・10分閥接触で死滅する時の稀釈度を各薬剤

別に求め，それをphcnolの稀釈度で除し’たものを石

炭酸系数とした．

 7）動物感染実験

  a）使用菌株：用いた菌株はC．freundii No．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株であ

る．対照菌として」醜6ゐ痂轟θcoli P5101， ProtetiS mor－

ganii Kono， Proteus mirabilis 3003， Klebsiella Pneumoniae

No．13， Serratia marcescens S－2およびPseudomona∫ae一
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ruginosa No・12の5菌種6菌株を用いた．

  b）実験動物：静岡実験動物農業協同組会より購入

したddY系マウス（雌，5週齢，体重23～279）を用いた．

  c）感染方法：マウスをpentobarbital－Na（25～

50mg／kg，尾静脈）により麻酔後，下腹部切開により

膀胱を露出させ，O，25 mlツベルクリン注射筒，26G

注射針にて菌懸濁液（lo3～10g cFu／ml）o・1mlを膀

胱内に注入，ただ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，この

操作を行なった．菌感染前後の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

細胞への薬剤処理等の前処理は一切行なわず，外尿道

口閉塞もおこなわなかった．

  d）感染死亡率の算定：各菌株をHIBで37℃，

！8時間培養後，同培養液の10倍稀釈系列を作り，各濃

度ごとIC 3匹のマウスを感染させ，対照菌群は5匹を

用いた，観察は5日間で，各群の死亡率を算出した．

  e）感染後生存マウスからの菌回収：感染5日後

に生存していたマウスの腎および膀胱から菌回収を試

みた．すなわちマウスの四十脱臼により殺し，腎およ

び膀胱を摘出した後，縦切断し，その内側面をDHL

寒天平板培地上におしつけ，37℃，18時間培養してコ

ロニー形成の有無を調べ，菌回収率を算出した．
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  f）病理組織標本の作製：同上マウス腎を10％ホ

ルマリン液で固定，パラフィン包埋，薄切後，HE

（hematoxylin－eosin）染色を型のごとく施し，組織学

的検索をおこなった．

実 験 結 果

 1）細菌分離頻度：1980年1月から1981年7月末日

までの期間の全科における入院と泌尿器科外来患者尿

より分離した菌種およびその頻度をFig．1に示した．

1980年度の分離菌株数は2821株，1981年度（！月～7

月）は1575株であった．両年度｝こおけるグラム陰性桿

菌の分離率は80％を起え，両年を通して分離頻度の高

いものは1）roteus（19％）， E． coli（18％），3． marcescens

（15％），Pseudomonas（12％），および（］． freundii（9％）

であった．年次推移ではProt’eUS， Pseudomonas， Klebsiella

およびS． faecαlisが増加していた． Klebsiellaの申で

はK．Pneumoniaeが大部分をしめており，他にK．

・卿・caが分離された．本論文中のProteusにはIPA

（lndol－Pyruvic－Acid）陽性株すべてを含めた．また

PseudomonasではPS・aeruginosaが大部分をしめ，他に

P∫・漁‘orescen．s、 P∫・cePaeiaおよびPs． mαltoPhiliaが分

離された．一方E．coli， S． marceseens，およびEntero－

bacterはやや減少傾向を示している．全科的に見た場

    1
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Fig．1． Annual changes of organisms isolated from u血e specimens of all

    departments． The organisms from other out－patients departments

    were excluded．
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Fig． 2． Annual changes of organisms isolated from urine specimens of out－
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Annual changes of organisms isolated from urine specimens of

in－patients in Department of Urology．
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Fig． 4． Annual changes of organisms isolated from urine specimens of

    in－patients in other departments．

合，（］・ freundiiはiかなりの減少を示していt．

 Fig．2は1980年および1981年度の泌尿器科外来患

者由来菌の分離頻度である．Ecoliが約40％で最も

多数をしめ，． 氓｢そKlebsiella， S・marcescensおよび

s．faecalisが多く， Pseud・monasは低下していた． c・

freundiiに関しては1980年度は4．1％であったが1981年

度には6．1％とわずかであるが上昇していた，

 Fig．3には泌尿器科入院患者尿由来菌の分離頻度を

示す．S・marcescens， PseudomonasおよびC・ freundiiの

分離頻度が高く，3菌の2年間の分離頻度を平均する

とそれぞれ25．2％，23．1％および18．7％となり，全体

の60％をこの3菌種で’ 閧ﾟた．E・c・liは減少傾向を

示していた．S・marcescensがやや減少傾向を示してい

る一方，Pseudomonasが増加していた．以上，外来お

よび入院の分離率をまとめると泌尿器科全体として増

加を示したのはαノ擁π疏のみであった．

 Fig・4には他科入院患者尿由来菌の分離頻度を示

す．S・marcescen∫およびPseudomonasの分離頻度が泌

尿器科のそれと比較してかなり少なかった，その反面

Proteusがかなり大きな比率をしめているのが特徴的

であった．C・freundiiは10．4％から3．9％に減少した．

 2）検体別C・ fleundii分離菌株数と年次推移：Ta－

ble lはC・ freundiiの検体別分離株数を示し，1972

年，1980年および1981年度の3群に分け比較したもの

である．各群ともに尿検体からの分離が最も多く，1972

Table 1． Number of Citrobacter freundii isolated
     from various specimens and its annual

     changes．

Sample
一 1972圃 1980〔1．12｝ P981．     ｛1～7）

105≦ 2 85（h｝71飢｝ 45 （r．）6圃
URO
〈105 1 7（in）1圓 2 （in）

Urine
lO5≦ 62 227 49
OTH
く105 6 15 3

URO 0 0 0
Sputum

OTH 5 4 4

URO 0 1 0
Bbod

OTH 1 4 2

URO 0 0 0
Bile
OTH 7 12 5

Cerebro・ URO 0 0 0
spina1
fluid OTH 1 0 1

URO 0 4 0
Pus

OTH 4 16 書2

肺aryngeal URO 0 0 0

discharge OTH 0 1 0

URO 0 0 1
Unknown

OTH 0 4 3

Total 89 388 133

From urine samples

From urine samples

of Dept． Urol．

71！89＝＝79．8％ 342／388＝83．5％ 105／133＝80．O％

3／89＝＝3．4％  100！388竃25．8％  53／133＝39．9ラ』

年度では全C・ freundii中の79． 8％ecあたる．しかし

泌尿器科由来は3．4％にすぎない．1980年度では尿由
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来が83．5％で，そのうち泌尿器科由来が25．8％と多く

を占めるようになり，1981年度では尿由来が80． 0％，

泌尿器科尿由来が39． 9％と多かった．その他の検体と

して，膿汁および胆汁からの分離があった，

 3）c・ freandiiのディスク感受性の分布状況lFig．

5からFig．9までは（］． freundiiおよびS． marcescens

の年度別ディスク感受性分布を示した．各菌株の感受

性はモノディスクで惜，升，十，一の4段階で表示さ

れているが，冊および十を感受性，÷および一を耐性

とした．図め横軸は感受性を示したディスクの数の和

（cumulative number of sensitive discs＞，縦軸は分離

率（isolatiOn freqUency，％）を示す．

 Fig．5は1972年度の泌尿器科入院患者尿由来（］． fre－

undiiと他科入院患者尿由来の感受性分布を示したも

のである．泌尿器科の3株は，12剤中それぞれ9種，

10種およびll種の薬剤に対して感受性を示した．他科

入院患者尿由来株は主に，4ないし5剤に対して感受

性を示した．

 1980年度においてはFig・6に示すごとく，泌尿器

科入院思者尿由来株では5剤に感受性の株が多く，ま

た他科入院患者尿由来株も同様であり，泌尿器科外来

患者尿由来株では，4種6種の薬剤に感受性を示す株

が多かった．

 Fig．71S 1981年度の成績で，泌尿器科入院患者尿由
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来株では5剤に，他科入院患者尿由来株では4剤に感

受性を示す株が多い．泌尿器科外来患者尿由来株は6

株であるが，このうち4剤に感受性を示した株が2

株，7種 9種，12種，14種の薬剤｝こ感受性を示した

株が各1株ずつ検出された．

 S．marcescens・｝こついてはFig・8に示すごとく，1980

年度においては，泌尿器科入院および外来患者尿由来

株では，14剤中7種の薬剤に感受性を示す株が多く，

他科入院患者尿由来株では2剤のみに感受性を示す株

が多く検出された．

 1981年度においてはFig・9に示すごとく，大部分が

4剤IC感受性を示した． S・marcescensに対しては感受

性を示す薬剤が少なくなっているが，C． freundiiでは

S．marcescensのような短期間内での薬剤感受性の変動

は認められなかった．

 4）C． freundiiの各ディスク薬剤の耐性率の比較：

薬剤別に感受性の頻度を年度，外来および入院別に比

較した．

 Fig・10は泌尿器科入院患者尿由来菌と他科入院患

者尿由来菌を比較したものである．β一ラクタム系抗生

物質には大部分の株が耐性を示し，1972年度と比較す

ると耐性化の進行が明確に認められた．1972年度では

他科由来菌の方が耐性化を示していたが，1980年と

1981年度では耐性化には差が認められなかった，GM
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に関しては他科由来菌の方が耐性菌が多く，半数近く

をしめアこ．しかし泌尿器科由来では20％に満たなかっ

た．DKBもかなり耐性化を示していたが，他科由来

株の方に耐性菌が多く認められた．SMは1972年度よ

りig80年度の方が耐性菌が少なかった．全体として

AMKには耐性菌が少ないが，他科由来株の方に耐性

菌が多い．TGに関しては1972年度の泌尿器科入院患

者尿由来の耐性菌は認められなかったが，1980年度で

は高率（94．6％）に耐性菌が検出された．他科入院思

者尿由来では1972年度にすでに72．1％の耐性菌を検出

している．DOXYにおいては泌尿器科入院患者尿由

来株の85．1％に耐性菌を認めたのに対し，他科入院愚

者尿由来株では30．8％と少なかった．CPにおいては

1972年度は泌尿器科入院患者尿由来の耐性菌は見出さ

れなかったが，他科入院患者尿由来株では72．1％も認

められた．しかし1980年および1981年度ではむしろ泌

尿器科入院患者尿由来株の方が耐性菌が多く見出され

た．PしおよびCL等のポリエチレン系においては耐

性菌の検出は少ない．NAでは1972年度の泌尿器科入

院患者尿由来の耐性菌は皆無であったが，1980年度に

は65．2％に耐性を示し，他科入院患者尿由来のそれは

約40％で，耐性菌の出現頻度は一一一一定している．

 Fig．11は泌尿器科外来患者尿由来の薬剤耐性を示

したもので，β一ラクタム系では入院患者尿由来におけ

るほど耐性は認められなかったが，1980年度のCB－

PGにはすべて耐性を示しアこ．アミノ配糖体系の申で

は泌尿器科入院患者尿由来株と同様，AMK：には耐性

が認められなかった．GMに関しては1981年度はす

べて感受性を示した．SMでは1980年度泌尿器科外来

由来株の方が耐性菌が多い．DKBは1981年度の方が

1980年度より感受性菌が多かった．他の薬剤に関して

は泌尿器科入院患者尿由来株と比較して耐性パターン

の大きな差は認められなかった．

 5）MICの測定：最近分離同定した（］．／freundii 53

株の各種抗生物質IC対するMICの分布をTable 2

に示した．ペニシリン系では大部分が10Gμ9／ml以上

のMlcであった．なお本表には100μ9／m1以上の

MIGは示し核いないが， AB－PC， S8－PCおよびPI－

PGに対し400μ9／ml以上のMICを示したものが
それぞれ94．3％，90．1％および73．6％存在した．PM－

PCは50μ9／mlにMIC分布のピークを示し，ペニ

シリン系の中では本菌に対し最も有効であった．AM－

PGとクラブラン酸の合剤であるBRL－25000は100

μg／mlにピークを示した．セファロスポリン系薬剤の

cEx， cEz， cFxは大部分の菌株に・対して100μg／

ml以上のMIGを示した．最近開発されたいわゆる第

2，3世代のセフェム系ではLMoxが12．5μ9／ml，

CMXが12．5μg／mlおよびSN－401が6．25μg／ml

にピークを有し，従来の薬剤に対し良好であった．

GMは0．78μ9／ml以下および潔5μ9／m1の二峰性の

ピークを示し，TMPおよびNAも同様であった．

とくにTMPは両極にピークを有し，100μ9／ml以

上の癒すべてが400 Ptg／ml以上のMlcであった．

ST合剤よりTMP単独の方が（］・ freundiiに対して
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は有効であった．FOMでは12．5μ9／ml， PPAでは

1・56μg／mlにピークを有した．以上を総括すると， C．

freundii 53株に対して高い憾受性を示す薬剤はPPA，

FOM， GMおよびCMXであった．

 6）石炭酸係数：前述の尿由来C． freundii 53株の

申からNo． 12， No．21およびNo．53を選定し，対

照菌としでS．aureus 209P JG－1， E． coli NIHJ Jc－2，

K． Pneumoniae No．13， Ps． aeruginosa No．12， Pr． mor－

ganii KonQおよび3． marcescens S－9の計9株を用

い，これらに対するヒビテンおよびオスバンの石炭酸

係数を求めた．その成績はTable 3に示される．

対照菌のPs． aeruginosa No．12およびPr． morganii

Konoはヒビテンやオスバンに対して石炭酸係数は小

さく，かなり耐性を示したが，C・ freundiiは腸内細菌

のE．coli NIHJ JC－2，・K． pneumoniae No．13および

S．・marcescens S－9と同等の成績で，石炭酸係数は大き

かった．

 7）マウス感染実験

  a）死亡率：（］・ freundiiと対照菌の各成績をTablc

4－1，4－2およびTable 5に示したが，（］． freundiiめ
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感染力は，（i）No．53株のごとく7．0×105CFU／mouse

のchallengeで100％mortalityを示すような感染

力の強い株， （ii）No・ll， No．22， No．45のように

107 cFu／mouseのchallengeに対し。％ mortalityを

示すもの，および（iii）その中間の病原性を有する株

No．1， No．7， No．12， No．16， No．21， No．30， No．32

およびNo・43）すなわち高濃度菌接種ではマウスを死

亡させることができるが，中低濃度では死亡させるこ

とができないものの3つに大別されt．Table 5にお

いてはS．marcescens S－2のみが1．3×108 CFU／mouse

challengeで100％mortalityを示したのみで，他の

対照菌は高濃度接種による感染でもマウスを死亡させ

ることはできなかった．

  b）臓器からの菌回収率：菌感染5日後に生存し

ていたマウスに対する腎および膀胱内の菌の存在を，

コnニー形成の有無で判定し，Table 4および5に記

した．Tablc 4に示すごとくC． freundiiのうちNo．

637

1，No，12， No．32およびNo．53では102 CFU／mouse

接種でmortalityはO％であったが，腎および膀胱か

らは菌が検出された．No． l l， No．21， No．22， No．30，

No・43およびNo．45では104 cFu／mouseの接種

で，またNo．7およびNo．16では105 CFU／mouse

の接種でそれぞれはじめて菌回収がなされtこ．Table

5は対照菌の回収率で，すべての株において最低濃度

接種で，臓器から菌が回収きれ，特lc Pr・mirabilis 3003

でその程度が強かった．

 Fig．12は。． freundii No．12，5．o×103 cFu／mouse感

染時のDHL寒天平板培地を示し，左右両脚からほぼ

同じ菌量が回収され，膀胱からもかなりの菌量で回収

された．

  c）病理組織学的所見：Table 6には肉眼および光

顕での病変を示したマウスの匹数をまとめたものであ

るが，肉眼的観察上明らかな病変が認められたのは

No・53による感染例であって，マウスの半数以上に

おいて片側あるいは両側の腎上昇に白羽した病巣が認

められた．ついでNo．45，No．11およびNo．21の感

染においては，マウスの約40％に同様な病変が認めら

れた．しかしNo．3，0においては，7．3×106 cFu／mouse

の接種にもかかわらず，マウス腎に肉眼的病変を認め

なかっナこ．

 Fig．13にNo．53，7．0×103 cFU／mouse接種後の

標本で，右側上野全体および左町上極の一部に病変が

認められる．観察した172例のすべてにおいて腎の肥

大は認められなかった．病理組織学的に腎に病変を認

めたマウスはNo．12およびNG．53接種の群に最も

多く（約70％の頻度），次いでNo．1およびNo．45

接種群（約60％），No．11， No．21およびNo．32接

種群（約50％），No．30接種群（14％）の順であった．

全体としてマウスの半数近くに何らかの組織学的病変

が認められた．

 Fig．14はN・053，7・0×le2 CFU／mouse感染5日後

の腎で，乳頭q））壊死，腎孟に膿汁の貯留，髄質｝こ化膿

性炎症が認められ，典型的な化膿性腎孟腎炎の像を呈

していたが，病理組織学的には，乳頭部の強い細胞浸

潤，表層の剥離，破壊がみられ，集合管に細胞浸潤性

の少ない，強度の壊死がみられる（Fig・15）．

 また，髄質内側部尿管内への好申球の浸潤があり，

周辺の腎実質に化膿性炎症がみられ，その外側の尿細

管は拡張している（Fig．16）．

 自然治癒率をTable 6に記した． NQ．30が85．7％

と最も高く，感染力が弱いことを示しており，No．7，

No．16， No．43， No．22， No．32の順であった， No．12

およびNo．53は自然治癒率は低かった（約28％）．
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Table 2． MIC distribgtion of 53 strains of newly isolated O伽bac彪r

     freundii from urine specimens against 24 antimicrobial agents．

                           （％）
  Ic（”ofme）
     くOJ8 0．フ8  1．56  3．12  6．25  12．5   25    50   100  100〈
Antibietics

AB－PC

SB－PC

PI－PC

PM－PC

BRレ25000

CEX
CMZ
CTM
cpz
CTX
czx
LMOX
CMX
T－1982

SN－401

CEZ
CFX
GM
CINX

FOM
ST
TMP
NA
PPA

3

3

4

4

5

3

4

3

12
｛22．6）

ll

（20．8）

1  1

     1  2

  1  2

3 1  1  4  8

1

    2

  1  2

1      9

1      7

1  1

1  3

  6

5

6

   12

28 2
（52．S）

1

2

28 1
（52．8｝

12 37
  （69．8）

     1  4

     1 22
       ｛41，5）
1 1 24 11
     （45，3）

9 12 11 1
  （za6） ｛20，8）

4 15 9  5
  ｛2B．3）

16  5  1  フ
（30．2）

20 5  4  5
（37．ア1

   1 14 16
    （26．4） （30．2｝

     23 10
    （43．4）

        1

5  9 19 2
    （43．4）
24 4  1 2
（45．3｝

17 33 2
  （62．3）

   4   5   2

2

18 4 1
（sa，o）

3  1  3 10

6

5

1

2

3

8

2

2．

1

2

2

2

1

50
｛ou．3）

50
（sc．3）

48
（9T，O）

7

4

53
（100）

42
（ア9．3）

21
（39．6）

11

13
（24．5）

11

（20．8）

6

16
〈30，2）

13 ．

52
｛98．1）

50
（94．3）

14
C26．4｝

1

35
（66．0）

35
（66．e｝

18
（34，0）

6

Table 3．．Phenol coef丑cient of H：ibitane and Osvan
       コ                                リ             

     agamSt repreSentatlve m1CrOOrganlsmS・

Organi＄m

Phenol coefficient

Hibitane Osvan

C． freundii No． 12 15．0

No．21 10．0

No． 53 15． 8

S．aureus 209 P JC－1 12．5

E．coti NIHJ JCr 2

K．pneumoniae No．13

Ps． aeruginosa

Pn moivanii

No． 12

Kono

S．mancescens S－9

21．1

7．9

6．3

2．6

11．8

35．0

25．0

36．8

43．8

31．6

26． 3

12．5

5．6

23．5

Hibitane： Chrorhexidine giuconate 5 ％ CW／V）

    Sumitemo Kagaku

Osvan ：Benzalkoniumchloride 1070 〈W／V）

    Takeda Yakuhin

考 察

 複雑性尿路感染症の起炎菌は現在ではグラム陰性桿

菌が大部分を占め沖でもS． marcescensやPS． aeruginsa

が大半を占めていることは周知の事実であるが，著者

は上記菌以外に最近しばしば検出されるC． freundii ｝C

注目し，その年次推移を観察するとともに，本菌の病

原性についての基礎実験脅行なった．

 中牟田5）らは臨床分離菌の年次変遷に関する報告に

おいて，1978年まではα‘7066鰯87が検出されなかっ

たが，1979年に2．7％．1980年に4．2％と検出されたと

報告し・ている．永友ら6）は泌尿器科外来患者尿で1978

年には3．2％，1979年には3．5％認めたとし，入院患者

由来菌では5。6％から16．5％へと大巾な増加を見たと

報告している．著者の成績によれば，当院泌尿器科に

おけるC． frundiiの推移およびTable 1に示した検

体別C・reundiiの分離株数の成績で示したごとく，

1972年度の尿中分離率は3．4％であったが，1980年お

よび1981年度では25．8％および39．9％と明らかに増加
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       Cha［lenge
C freundii dose
      ｛CFUImouse）

Mcttality＊

rate
 （％）

Bacterial recovery rate＊＊

Kidney （70） Bladder （7｛）

No 1

No 7

No 11

No 12

No 16

No 21

No 22

2．2 × lO7

2．2 × loe

2．2 X loe

2．2 × 104

2．2 X los

2．2 × 102

2．1 X lOi

2．1 × 100

2．1 × 105

2．1 × lO4

2．1 × 103

2．1 × 102

1．0 × los

l．O X 107

1．0 × 105

1．O × 105

1．O X 104

1．O X 103

5．O X IO7

5．O × loe

5．O X 105

5．0 × lO4

5．O X lO3

5．O X 102

1．O X 107

1．O X 105

1．O X los

1．0 × 104

1．0 × 103

1，0 × 10a

1．O X 108

  む   ゆア

；：1魏：

1．O × lO4

1．0 × lO3

3．1×107
3．1 × los

3．1 × 10：

3．1 × lO4

3．1 × 103

3．1 × 102

鴨7

g

g
33U 3

，g

g
lge

：

：

1：：

33U 3

：

；ま1

：

g
錐：；

R
U
：

：

：

o

コ 

笹
島：；

留
器：1

3
！

；88

覧7

2

1E。

謂
1も♂

鼎
3
11。

；器

；1：：

11。

置
き

0

モ 

；器

舘：；

11。

壽：1

3
2

；88

1i：1

皇

iE。

譜
，8。

燃
：

1：。

】器

：1：；

1：。

撚
33U 3

0

＊ Mortality was calculated at 5 days after chal｝enge，

＊＊ Bacterial recovery tests were carried out with survived mice

 at 5 daYs after challenge．

しており，このことは前者らの報告と一致している．

一方他科入院患者尿のC．reundii検出率は減少してお

り，この結果全科的に見ると減少を示すに至った．こ

のように当院全科尿虫来菌中のC． freundiiの検出率

は減少しているものの，C． freundiiは尿検体からの検

出が他検体のそれよりも著しく多く，このことはS．

marcescensに関する諸家の成wa7”15）と同様であること

がわかっ7．それ故尿路感染症起炎菌としてのC・freun－

diiの意義は重要であり，その動向に関しては充分な

注意をはらう必要がある．ま7： C． freundiiはS． mar－

cescensと同様，尿路に何らかの基礎疾患を有する患者

から多く検出されていた．最近のC・ freundiiの感受

性分布については，平均9剤に耐性を示し，4ないし

5剤に感受性を示した．しかし1972年度の他科におけ

る（］．．frenndiiはすでに12剤中5薬剤にしか感受性を

示さなかったことを考慮すると，診療科の違いは別に

して1980年および1981年の感受性分布状況はあまり大

きな変化を示していないことがわかる．C． freundiiの

泌尿器科外来由来株数は少なかっだので充分に検討を

加えることができなかった．当院由来のα勲槻疏の

大部分の株はβ一ラクタム系抗生物質に耐性を有して

いたが，AMKおよびPしには感受性を示した．永

友ら6）は本菌がPしおよびCしに感受性を示し，β一

ラクタム系，アミノ配糖体系，マクロライド系に耐性

を有しており，特に入院患者由来株にその傾向が強い

と報告している．また岡本16）は尿路感染症から分離

されたCitrobacter 92株の9剤に対するMIGを求め，

本菌の感受性はPM－PGに対して最も良く，次に

PPA， NA， ST合剤の順であり，・AB－PCには耐性を

示したと報告している．著者の成績の中ではペニシリ

ン系の中ではPM－PCは良好な感受性を示したが，

PPAおよびNAにはおよぼなかった、 ST合剤に対

しては供試菌株の66％が100 pg／ml以上の耐性を示し

岡本16）の報告と異なったパターンを示した．出口17）は
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Table 4－2．
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Mortality and infectivity titrations of ascending kidney

infection with Citrobacter freundii in mice．

      Challenge
（”． freundii dose
     （CFUImouse）

Mortality＊

rate
 （70）

Bacterial recovery rate－dk

Kidney （Yo） Bladder （Yo｝

No 22

No 30

No 32

No 43

No 45

No 53

3．1 × loi

3．1 × lo6

3．1 × lo5

3．1 × lo4

3．1 × lo3

3．1 × lo2

ア．3×107
7．3 × loE

7．3 × los

7． 3一 × lo4

7．3 × lo3

7．3 × lo2

3．6 × 10？

3．6 × lo6

3．6 × 10：

3．6 × le4

3．6 × lo3

3．6 × 202

7，6 × lo7

7．6 × lo6

7．6 × 105

フ．6×IO4
ア，6× IO3

7．6 × lo2

4．3 × 107

4．3 × lo6

4．3 × 10s

4．3 × lo4

4．3 × lo3

ア．O×107

ア．0×106
7．0 × lo5

ア．o× lo4

7．0 × lo3

7．0 × lo2

o

o

o

o

o

o

lOO

33．3

0

0

0

0

100

33．3

0

0

0

0

66．7

33．3

33．3

0

0

0

0

0

0

0

0

100

100

100

33．3

33．3

e

100

100

33．3

0

0

0

50

3も3

：

譜
i；lg

写

譜
3も3

，g，

嶋
6宅フ

iiO

燃

100

100

33．3

33．3

0

0

 

：1：1

ε

撚
ii：1

摺

謂
3も3

11。

鶴
li：1

15。

温

＊ Moftality was calculated at 5 deys after chailenge．

＊＊ Bacteria） recovery tests were carfied eut with survived mice

 at 5 days after chelienge，

複雑性尿路感染症患者採取尿由来（］． freundii 50株の

13剤に対するMICを求め，これらの菌がPM－PCお

よびGMに対し高い感受性を示し，β一ラクタム系に

対しては高度耐性を有していたと報告し，著者の成績

と良く一致している．さらに出口はCitrobacterはK・

Pneumoniae， EnterobacterおよびS． marcescensと同様に

耐性化が顕著な菌であると述べている．後藤18）はC．

freundiiはGM， CL， NAおよびPL 1こ80％の高い感

受性を示したと報告している．以上，程度の差こそあ

れ，（］・ freundiiに対して感受性を示す薬剤はβM，

CL， PL， NAおよびPPAがあげられる．著者は新

しく開発された抗生物en19”一28）の一部についてさらに

MICを求めたが，・これらの薬剤の中にもすでac IOO

～400μ9／ml以上の株が多数認められた．これら耐性

株はPPA， FOMおよびGMの方がむしろ有効であ

り，第3世代の抗生物質の中では，CMXが良好な効

力を示しアこ．このようなC・ freundii分離頻度の増加

および耐性化の事実は，1970年代より始まった泌尿器

科領域におけるS．marcescens29・30）の急激な増加および

薬剤耐性の増大を思いおこさざるを得ない．すなわ

ち，C． freundiiも泌尿器科由来のS． marcescensと同様

の道を7どる危険性を充分に含んでいると考えられ
る．

 C． freundiiによる院内感染を予防する目的で，消毒

薬の効果について検討したところ，C・ freundiiは対照

菌中のE．coli NIHJ Jc－2， K． pneumoniae No． 13お

よびS．marcescens S－9と同様の成績で，それらの消

毒薬に比較的殺菌されやすい成績であった．これに対

K．Pneumoniae No．13， Ps． aeruginosa No．12および

Pr． morganii Konoはヒビテンに対し抵抗性を有し

Ps． aeruginosa No．12およびPr． morganii Konoはオ

スバンに対し抵抗性を示した．このことからC． freun－

diiはヒビテンやオスバンの所定の濃度に5分間手指

を浸しておけば，殺菌されることが判明した，

 C． freundiiの病原性を検討するため，マウスを用い

腎孟腎炎発症の程度を検討した．通常，腎孟腎炎の感
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Table 5． Mortality and infectivity titrations of ascending kidney

         infection with 6 gram－negative bacteria in mice．
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Organisms  Chalienge
  dose

CCFUImouse）

Mortality＊

  rate

  （9e）

Bacteriai recovery rate＊＊

species strain Kidney （90） Bladder （％）

’ゴ，〔・ρ〃 P－510T

1．5 × 10’

1．5 × lo6

1．5 × los

し5 × 10’

1，5 × 103

o・

o

o

o

o

100

62．5

50

37，5

12，5

100

62，5

75

37．5

12．5

Pr， morganii Kono

1．6 × lo7

1，6 X lo6

1．6 × loS

1．6 × lo4

o

o

o

o

50

25

 0

12．5

62．5

37．5

12，5

 0

Pr，川’rab〃ゴs 3003

2．0 × lo7

2．0 × lo6

2．0 × 10：

2，0 × 10’

20
0

0

0

100

100

100

40

100

100

100

100

A，pneumoitiae No，13

1．5 × 106

1．5 × lo5

1，5 × 104

1．5 x loa
1．5 × 10’

o

o

o

o

o

100

100

87．5

37．5

37．5

8ア．5

100

87．5

50

25

S，mttrrusc’un，s S’2

1．3 × loe

1．3 × 10ア

1．3 × lo6

100

20

0

50

20

50

40

1’h’， ftt，ru．q inosa No． 12

1．5 × lo5

1．5 × lo4

1．5 × lo3

1．5 X loO

o

o

o

o

100

100

100

12．5

100

100

62．5

25

＊ Mortality was calculated at 5

＊＊ Bacterial recovery tests were

  5 days after challenge．

days after challenge．

carried out wi廿1 survived mice at

Fig． 12． Colonies on DHL platerial recovery by stamping method from

        the kidney and bladder of a mouse infected with No． 12，

        5．0 × 103CFU／mouse．
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Table 6．

泌尿紀要28巻 6号 1982年

Appearace of pathological changes in mouse kidney and rates of natural cure．

c．∫r⊂’t’丹げか’

Number
 of
mice

Range ef
chailenge
 dese dead survived

Number of mice Number of mice Number of mice

GLK＊ ％ NK＊＊ 90

 Number ef
 naturally
cured mice （7e）

No 1

No 7

No 11

No 12

No 16

No 21

No 22

No 30

No 32

No 43

No 45

No 53

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

15

18

2．2×

102一一107

2．1×

102NIO7

1．0×

los－les

5．0×
107NIOi

1．0×
102NIOi

1．0×

loe－loe

3．1×
102NIO7

7．3×

10i－10i

3，6×

10’Nlo7

7．6×

102－loi

4，3×

103NIO’

7，0×

102一一lo7

2

1

3

7

2

3

0

4

4

4

0

11

16

17

15

11

16

15

18

14

14

14

15

7

5

2

6

6

4

6

6

0

3

3

7

4

31．3

11，8

40，0

54．5

25．0

40．0

33．3

0

21．4

21．4

46．7

57．1

11 68．8

4 23．5

8 53．3
8   72．フ

5 31．2

8 53．3

7 38．9

2 14．3

7 50．0
5   35，ア

10   66．ア

5   フ1．4

5 31．2

13 76．5

7 46．7

3 27．3

11 68．8

7 46．7

11 61．1

12 85．7

7 50．0

9 64．3

5 33．3

2 28．6
Tote1 213 41 172 52 30．2 80 46．5 92 53．5

＊ GLK：Number ef rnice which had the gross lesien of kidney

＊＊ NK ：Number ef mice which hed the neeresis of kidney as

   observed microscopicaily．

Fig． 13． The gross lesion of kidney a nd bladder of a mouse at 5 days

    after being infected with No． 53， 7．0×103 CFU／mouse．

染実験では，膀胱や尿道に前処理，例えば膀胱内異物挿

入31 ’”34）や薬物処理35｝39）をおこない，また感染後数時

間は外尿道口閉塞をおこない感染成立を補助している

が，著者は前処理をおこなわず，開腹手術にて膀胱を

露出させ，直接に菌を接種する方法33“”35）を用いた．

経尿道感染35・40一一43）7の方が簡単であるが，尿道常在菌

の混入を完全に除外できないと考えられるので，今回

はこの方法は用いなかった．著者の実験において，0．

freundii No． l l， No，22およびNo．45のように10T

CFU／nlouscを接種しても死亡率が0％である菌か

ら，No．53の様に105 CFU／mouseと接種菌量が少

なくても100％死亡率を示すものもあり，菌株間の毒

力にかなりの差があることが認められた．とくにNo．

53は対照菌のいずれよりも強い病原性を示した．C．

freundiiの接種菌量と死亡率に相関が認められたが，

腎および膀胱からの菌の回収率は必ずしも一致してい

るとは限らず，膀胱よりも腎からの回収率の方が高か

った例が2例あった．Norden44）らは膀胱から腎に菌

が逆行するには膀胱内での菌の増殖が必要であると報

告しているが，C． freundii No，12およびNo．32のよ
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Fig． 14． Low magnification microphotograph of kidney at 5 days

      after infection with No． 53， 7．0×102 CFU／mouse．
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Fig． 16． The lesion of renal tubles of the same kidney of Fig． 14．
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Table 7． Mortality and infectivity titrations of

     ascending kidney infection with Citro－

     bacter freundii and 7 gram－negative bac－

     teria in mice．

Organisms LDso
（CFUImeuse）

IDso （CFUIrnouse）

species strain Kidney Bladder

C， freundii No・ 1

      7

      11

      12

      16

      21

      22

      30

      32

      43

      45

      53

1．48 ＞〈 10i  1．62 × 103   2．5ア × 102

＞Zl x lo7 1．3×lo6 1．3×loe

（5．0 × 107） 6．76 × 104 5．5 × lo4

7．25 × 105 1．32 × 103 3．39 × loS

＞1．0 × 107 1．45 × 10： 1．45 × 105

2．88×107  5．5×104  2．ア5×104

＞3．1 × 10， 4．47 × 105 1．74 × lo5

1．0ア X 107  2．51 × 104    1．0 × 10e

5．25 × loe 1．74 × lo4 s．32 ×le4

 2．1 × 10？ 2．19 × lo5 1．0× 10S

＞ 4．3× 107 5．63 × lo4 4．47 × 104

 3．8×104 LoxloS 1．0×103

E． coti P－5101

Pr． morvanii Kono

K．pneumoniae No・13

S， marcescens S一 2

     S－9

1’s，aetuginesa No・12

Pr， mirubilis

〉 1．6 × los

＞1．6 × loe

1．28 × los

2．57 × lo7

 2．0 × lo7

 7．1 × los

＞ 2．0 × lo7

7．25＞く104

4．27 × lo6

6．61 × lo2

6．76 × loe

3．54 × lo2

2．51 × lo4

3．99 × lo4

2．45 × lo6

7．76 × lo2

4．1ア× 106

5．01 × lo2

〈2．0 × lo4

うに腎では菌が回収されたが，膀胱から菌が消失した

例もあった．この説明として膀胱粘膜の殺菌作用45”48）

および排菌作用46・47・49）が考えられる．ところで今回の

マウス感染実験に供した菌12株のうち多くのものが強

い毒力を有し，死亡率や臓器からの菌回収率が高かっ

たにもかかわらず，各種抗生物質に対するMICが良

好であった．このような事実は，今後さらに菌側の要

因である血清型，粘膜上皮細胞への粘着性等の検討が

必要であることを示唆するものであろう．

 C． freundiiによる腎の病変については，皮質より髄

質外側部に膿瘍が見られることが多く，その周辺の尿

細管上皮に空胞変性あるいは壊死が認められ，腎孟に

は膿汁が貯留し，腎孟上皮や乳頭部の集合管に小膿瘍

形成とその周辺組織の壊死が認められ，典型的な腎孟

腎炎の組織像を呈していた．

結 語

 神戸大学医学部附属病院における尿検体より分離同

定された菌のうちとくにC． freundiiの病原性につい

て，基礎的，臨床的検討を加え，次の結論を得た．

 1）泌尿器科入院愚者尿由来のC．freundiiは，1972

年度では3株，1980年度では462株中85株で18，4％，

1981年度では237必中45株で19．0％，稲科外来患者尿

由来のそれは，1980年度では169株中7株で4． 1％，

1981年度では94株中6株で6．4％と泌尿器科入院外来

両方で増加していた．

 2）検体別αノ融η疏の検出率において，尿から

の検出が他検体のそれより著しく多く，1972年度では

79． 8％，1980年度では83．5％，1981年度では80％であ

り，そのうち泌尿器科尿由来率は1972年度では3．4％，

1980年度では25．8％，1981年度では39．9％と年次的増

加傾向を示していた．

 3）C． freundiiのディスクによる薬剤感受性は，

AMKおよびPしが感受性を示した．β一ラクタム系

薬剤のディスクには90％以上の株が耐性を示した．

 4）新鮮分離C． freundii 53株に対して，24種の抗

生物質のMICを測定したが，β一ラクタム系の抗生物

質に対しては，loo～400μ9／ml以上の高度耐性を示

す株が多かった．いわゆる第2，3世代の抗生物質に

対してもかなりの耐性を有していたが，PPA（1・56

μg／ml）， FOM（12．5μg／ml）， GM（0．78μg／ml以下お

よび25μ9／ml）．およびcMx（6．25μ91ml）に対し

ては，比較的良好な感受性を示した．

 5）常用されている消毒薬に対する石炭酸係数を求

めたが，対照菌の腸内細菌と同等の石炭酸係数で，

ヒビテンに対するC． freundii 3菌のそれは平均13．6，

オスバンに対しては32．3であった．

 6）12株のC． freundiiを用いて，マウス感染実験を

行ない，感染死亡率および，菌回収率を算定した．そ

の結果，菌数No．12の5．0×10δ CFU／mouseのcha－

llengeで100％（LD50＝7．25×105 CFU／mouse）およ

びNo．53の7．0×105 cFu／mouseのchallengeで

100％（LD50＝3．8 × 104 CFU／mouse），とかなり強度の

感染死亡率を有し，腎からの心因収率では，同じ株に

おいて5．0×10エCFU／mouseのchallengcで100％

（IDro－L32×103 CFU／mouse）および7．0×103 CFU／

mouscのchallengeで100％（ID50＝1．0×103 CFUf

mouse）であり低濃度感染でも腎からの菌回収が認め

られるような強度の感染力を有する株を認めた．

 7）感染したマウスの肉眼的観察では，腎上部に白

変した病巣を認めたが，腎の肥大は認められなかっ

アこ．病理組織学的所見は，腎孟に膿汁が貯留し，腎孟

上皮や乳頭部の集合管に小膿瘍が形成され，その周辺

組織や間質の壊死が認められ，典型的な腎孟腎炎の病

理所見を得た．

 以上，C．ノ碗π戯は病原性が強く，かつ尿より検出

きれる頻度が高いことから，尿路感染症においては，

起炎菌として留意すべきものと考える，
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