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　The 　susceptibilities 　of
−

various 　ant．iseptics　to　51αρ妙此
’
θ cα ‘∫ at ‘reLts　 calT

｝
・ing　antiscptic −resis ［ance 　gcnes，　qa‘ハ．

．sm．’・and ！
「
or　 luutatcd 　n θ rA ，　 we ［℃ evaluated 　by　 a　method 　10　determinc　the　minimum 　bactericidal　 c｛〕ncentration

（MBC ）and 　the　minir τ1u［n 　inhibit（エry 　conccmration （MIC ）．［n　benzalkonium　chloride ，　benzethonium 　chloride 　and

alkydiaminoethylglycine 　hydrochbride，　which 　are　used 　fbr【he　washing 　of 　hands．　skin −surfaces 　and 　wounds ，　we

obscrvedjn 【erms 　of 　Mlq 　no 　clear 　difference　be［ween 　thc　strains 　with 　and 　wi ［houl　an ［iseptic−resistance 　gene

（s）．However ，　we 　found 　that，　h　the　modifie ⊂l　mcthod 　of 　MBC 　using 　a　neutralizcr ，　antiseptic −resistant 　strains

survivcd 　af1er　exposurc 　to　those 　antiseptics 　fbr　5　min 　at　thc　minimum 　standard 　concentration （100，ctg ．，’mL ）．　 The
rcsults 　showed 　that ∫．　aureus 　 strai囗s　carrying 　ttntiscptic ・・resis ［ance 　gcne（s＞exhibited 　resis1ance ［o 　vaI

’ious　a皿ti−
septics ．　There 且b璽℃ ，　the　modified 　determinatlon　of 　MBC 　was 　thus 【bund　to　be　userul 　For　evaluating 　the 　suscepti −
bility〔，r　antiseptics 　10　antiseptic −rcsis1an 且∫．　 aur ‘1” s，

　　 Keywords −

tration （MBC ）

一
antiseptic ，　antiseptic −resistance 　gene，∫碩ρ’1）ぜoc θ （

・
‘
．
us 　auret ｛s ，MilliMUM 　bactcricidal　co1｝cen 一

緒 言

　近年，感染率の 高い 病 原 性 細菌 に よ る感染症 よ りも，

宿主 側 の 要因 に よ る 易感染性患者 の 院 内感 染 や 1：1和見感

染 が 急 増 して い る．さ ら に，高齢化 社 会 に伴 う在宅医療

の 急 速 な展開か ら，医療施設外 に お け る細 菌汚染 の 危険

性が懸念 され て い る．細菌感染を防止す る トで 消 毒薬 は

最 も
一・

般 的 で 有 用 な ツ
ール で あ る ．そ の た め ，消 毒薬 の

抗 菌力 や 抗菌 ス ペ ク トル を把 握 す る こ と は感染制御 に お

い て 非常 に 重 要で ある ．しか し，消毒薬 は そ の 種類 に よ

り化学的性質が 異なる だ けで なく，于指，皮膚，粘膜あ

る い は 医 療器具な ど の 消毋対象 に よ り，使 川 濃 度 や 消．毒

時 間 が 大 き く異 な っ て い る ．そ の た め ，「1本で は 消 毒薬

の 殺菌効 果 の 測 定法 が 未 だ 標準 化 さ れ て お らず
1．2’1
，抗

菌薬 と同様 に，最小 発 育 阻 止 濃度 （MIC ）か，最小殺菌濃

度 〔MBC ）を測 定 し，殺 菌 効 果 を 評価 して い る ．こ れ ら

の 方法 は ，薬斉「」を培 地 に 入 れ，被 検
．
菌株 を接種 し，通常

24時 間後 の 発育 で 判定す る ．しか し，消毒薬 は有機 物 （培
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地）と反 応 し て 消毒効果 が減弱す る こ とが 知 ら れ て い

る
3．．さ ら に，消 毒 時 間 が 培養時間で あ り，数分 間 の 手

指
・
洗浄消毒 や 数十分 間の 浸漬消毒 を想 定 した消 毒 時 間

ご との 消毒効 果 を観察す る こ とが で きな い ．また，ア ル

コ
ー

ル 類 な ど の 揮発性 の 消毒薬 な どは 評仙で きな い ．こ

の 薬剤 の 減弱 と消毒効果 の 持続化 の た め，MIC 等 の 測

定法に よる 消毒効果 の 評価 は 消毒薬本来 の 消毒効果 を反

映 して い ない と考 え ら れ る ．

　院内感染や 冂和見感染の 主 な原 因 菌 と して 黄 色 ブ ド ウ

球菌 が 知 られ て い る．Noguchi ら
4♪は，1992年 まで に 日

本 全 国 か ら 分離 さ れ た MRSA98 株 に つ い て 薬剤 感受性

を調べ ，71株 （72％ ）の MRSA が 消 毒薬 に 耐 性 で あ っ た

と報告 し て い る ．ま た，プ ラ ス ミ ド上 の q αc．’A 遺伝 了
・「’）

ま た は 、槻 r 遺伝子
E／1

の 獲得 や 染 色体上 の norA 遺伝子
鴇
の

変異が 黄色 ブ ドウ 球菌の 消 毒薬 耐 性 に 関 与す る 耐性遺伝

了
一と して 報告 さ れ て い る．こ れ らの 遺伝子 は 菌体内 に 流

人 して きた消毒薬 を菌体外 に 排出す る 薬剤排出ポ ン プ と

して 機能 す る タ ン パ ク 質 を コ ードし，消毒薬 の 排 出に よ

り多剤耐性化 を示す と考え られ て い る．こ れ らの 消毒薬

耐
．
性遺伝子 を保有す る株に対す る 消毒薬 の MIC は，現

行 の 使用濃度 よ り も著 し く低 い ，した が っ て ，仮 に 消毒

薬耐性黄色 ブ ドウ球菌 が 広 く分布 して い る と して も，既

存の 感受性測定法で は 消毒薬 に対す る 感受性株 と耐性株

を区別す る こ とは 難 しい た め ，ほ と ん どの 医療施設 で 消

毒薬耐性菌 に対 す る対策が 行 わ れ て い な い の が 現 状 で あ

る．消毒薬耐性黄色 ブ ドウ 球菌 に 対す る対策 を講 じ る た

め に は，耐 性 株の 消毒薬 に 対する 感受性 を明確に 判定 で

きる新た な 消毒薬感受性測定法の 開発 が 必要 で あ る ．わ

れ わ れが 以前報告 した 消毒薬評価法
Sl・
は M 正C 測 定法で は

観 察 で きな い 消毒 時間 ご と の 消毒効果 を評価 で きる

MBC 測定方法で あ っ た．しか し，消毒時問後に薬剤 が

増 殖培地へ 持ち込 まれ ，消毒効果が 持続化す る こ とが 懸

念 され て い た ．そ こ で ，中和剤 を用 い て ，消青11寺問後 の

残留薬剤 を不活化す る 行程 を導人 した 改良 MBC 測定法

を開発 した，

　本研究 で は，改 良 MBC 測定法 1：本法）を用 い て MBC

を測定 し，現行 の 消毒薬 の 使用 濃度，消毒時間 と消毒薬

耐性 に 関与 す る 遺伝 ∫
・

を保有す る 黄色 ブ ドウ 球菌 の 感受

性 の 相関性 を調 べ た．

材料 ・方法

1．使用菌株 とプ ラ ス ミ ド

　本研究で 使用 した 菌株 とプ ラ ス ミ ドは Tab且e　1 に 示 し

た．JCM2874 （ATCC29213 ）は 薬剤感受性 試験 に お け る

標準対
．
照株 と して 用 い た ，pTZ［s77 を 保有す る RN2677 株

と TP171 株 は TS77 株 との 接合伝達法
LL〕

に よ り得 た．　 pTZ

l311−ts99は pTZts99を制限酵素 伍 肌
・IIで 切断 し，プ ラ ス

ミ ドベ ク ター
pTZ1311 の Pvull 部位 に ．vm ．r 遺 伝子 を コ

ー

ドす る 2 ．3−kb　lf’〜ldl 断片を組み 込 む こ と に よ り枯草

菌 BRI51 株 に お い て 作製 した．

2，使用 薬剤と奨励使用濃度

　使用 消毒薬 は，色素 と して ア ク リ フ ラ ビ ン （AF ，シ グ

マ   ）と 臭化 エ チ ジ ウ ム 〔F．B ，和光純薬工 業  ），四 級 ア

ン モ ニ ウ ム 系 消毒薬 と して 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム

（BKC ，シ グ マ   ）と塩 化 ベ ン ゼ ↑・ニ ウ ム 〔BTC ，和光純

薬⊥ 業  ），界面活性剤 と して 塩 酸 ア ル キ ル ジ ア ミ ノ エ チ

ル グ リ シ ン CADH，  ア ズ ウエ ル ），ビ グ ア ナ イ ド 系消

毒薬 と して グ ル コ ン 酸 ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン 〔CHG ，和光純

薬 工 業  ）を用 い た．

　消毒薬 の 不活化 に は ヨ ーロ ッ パ 殺菌 ・消毒薬統
一・規

格
D
で 奨 励 さ れ て い る 中 和 剤〔3％ ポ リ ソ ル ベ ー ト

80，0．3％ レ シ チ ン ，0．5％ チ オ 硫酸 ナ ト リ ウ ム ，O．1％

L一ヒ ス チ ジ ン ，3％ サ ポ ニ ン ，0，1％ ト リ プ トン 加 生 食 ）

を用い た．

Tablc 　1。　 The　Ba ¢ terial　Strains　and 　Plasmids 　Used　in　thjs　Study、

Strain 　or 　planmid 　　Descrip ヒ iQn 　〔resistance 　marker ｝ Reference

Strain ：

s．　 aureus

RN2677TP171TS77TS99JCM2874B

．　 subtilis 　BR ユ 5 ⊥

Plasmid ：
pTZ1311pTZ

し s77PTZts99PTZ1311

一し s99

restric ヒion −deEective 　mu ヒan し ，　NOV
「，　RFP

「

NorA 　over −expressed 　RN2677 　mu ヒan ヒ

clinical 　isolate 　MRSA 　carrYing 　pTZts77

clinical 　iso ］．a しe 　MSSA 　carrying 　PTZts99
ヒype 　strain 　oi 　5 ，　aureus

trpC2 ，　lys −3．　 metE ユ 0

4 ．1−kb　plasmid 　 VeC ヒ Or 　 of 　B ．　SUb 仁工ユS 　 and 　S ．　 aUreUs 　〔NEO
「
）

25 −kb 　し ranscon ゴuga し ive 　plasmid 　carrying 　gacA 　gene 　（GM
「
｝

2 ．3−kb 　plasmid 　carrying 　smr 　 gene

994410lD

pTZI311 　carrying 　2、3 −kb 　Hin σ工工　fragment 　with 　smr 　gene 　of 　pTZts99 　　
し his

　
study

NO ▽ ，　 N。v 。bi 。 cin 厂 RFP ，　 Rifampicin ，　 NEO 、　 Ne 。mycin ； GM 、　 Gen 仁 ami ・in ；
「’resi ・ tance ・
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　以
一
ドの 消．毒薬 の 使用濃度 を

“
奨励使用濃度

”
と しだ

1
．

また ．浸 漬 時 間 は 1，5 ，1〔〕，30，60，180分 ，24時間 で 行い

MBC を測 定 した ．手指，皮膚，粘膜 の 洗浄消毒 〔手指 ・

洗浄消毒）の 場合，・BKC ，　BTC と ADH は 100−2000，〃 g　mL

C日G は 500−5000μgmL ，医 療器 具，リ ネ ン な ど を 消 毒

液 に 浸ける 1肖毒（浸 漬消毒）の 場合，BKC と BTC は 1000

μg〆mL で 10分 聞 また は50〔〕μg〆mL で 30分間．　ADH は500

μgmL で 15分 間 ま た は 5000，ctg ，
・’
mL で 10分 闇．　 CHG は

1000
μg〆mL で 30分 間 ま た は5000，． g／nlL で 10分問．

3． 感受性の 測 定 方 法

　MIC は ，　 National　 Committee　iior　 Clinical　 Laboratory

Standardsの 定 め る 方法 に 準 じ，2倍寒 天 希釈法 で 測定

し た
／21・．35℃ で 18．−24時 間培 養後，菌 の 生 育 を判定 し，

菌 の 発育 を 阻 IEし た薬剤の 最小濃度 を その 菌株 に 対す る

MIC （μ g／mL ）と し た．　 MBC は，わ れ わ れ が 以 1）ifに 報告

した 消毒薬評 仙法
S）
を
．
基 準 に 己文良 した 以 ドの 方法 に よ り

測定 した．マ ク フ ァ
ー

ラ ン ドNo ．3 に相 当する 菌懸濁液

の 1 μ L （1σ」
cclls ）を MIC200 〔｝イ ノ キ ュ レーター

（ダ イ ナ

テ ッ ク ）を 用 い て ，マ イ ク ロ プ レ
ー

ト内 の 滅菌水 で 2 倍

希 釈 系列 に 調製 し た 消毒薬 の 希釈 液100！∠L に 接 種 し

た．室 温 に お い て ，．一・
定 11寺間 （1，5，10，30，60，180分閥

と24時問），菌 を薬 斉1」に 接触 させ た 後 ，そ の 混 液 1 μ L

I：101cells）を MIC2000 イ ノ キ ュ レ
ー

タ ーを用 い て ，残留

す る 消毒薬 を 不活化す る た め ，た だ ち に 巾 和 剤100t，L

に 接種 し た．そ の 1μ L 〔10
‘
cells ）を Mueller −Hinton培 地

（デ ィ フ コ ＞1〔〕0μ L に 接種 した．35℃ で 18・− 24時 間培養

後，菌び）生 育を
L
「11定 し，菌の 発育 を阻止 した 薬剤 の 最 小

濃度をそ の 菌株 に 対
．
す る MBC 〔：μ9　 mL ）と した ．

4　 DNA 操作

　怙草菌の 形質転換 は コ ン ピ テ ン トセ ル 法 に よ り行 っ

た
］［／／／．黄色 ブ ドウ 球 菌 の 形 質転 換 は エ レ ク トロ ポ ー一

レ

シ ョ ン 法 に よ り行 っ た
川
．
．黄色 ブ ドウ 球菌 の 伝達株 は 接

　　　　　　　　
一．．−

　　　　　　　　　　　　　 281
含伝達法 に よ り作 製 し た

U 丿．qacA 遺伝子 と Slnr 遺伝 Jt・

の 検出を行 っ た po］ymerase　 chain 　 reaction 法 は以前，　 No −

quchi ら
4’

が 示 した 方法 に よ り行 っ た．　 gacA 遺伝 了
・
検 出

プ ラ イ マ
ーは 5

’−GCAGAAAGTGCAGAGTTCG （構造遺

伝子内の 310番目の 塩基→328番 目 の 塩 ：基 に ア ニ ー
リン グ

す る よ うに 設計 した ）と 5 ’−CCAGTCCAATCATGCCTG

〔670→653）を用 い た 51．sm ．r 遺伝．子検 1唱 プ ラ イマ ーは 5
’−

GCCATAAGTACTGAAGTTATTGGA （25→48 ＞と 5
’−

GACTACGGTTGTTAAGACTAAACCT （219→195〕を用 い

だ
il．

結 果

1． 最 小発 育阻止 濃度（MIC ）の 測定

　黄 色 ブ ドウ球菌 の 感受性株 と耐性遺伝予 を保有す る耐
．

性株に お い て ，6 種 の 消毒薬 に対
．
す る感受性を抗菌薬 の

測 定法 で あ る MIC で 測定 し た （Table 　2 ）．色 素 系 薬 剤

の AF と EB に お い て は
， 耐性遺伝子 を保有

『
す る 耐

．
性株

に対 す る MIC は感受性株 よ りも明 らか に 高 い 値を示 し

た．しか し，ADH と CHG に お い て は，耐 性 株 に対 す る

MIC の 僅 か な ヒ昇 が 観察 され た が，感受性 に 明 ら か な

差 は 認め ら れ な か っ た．ま た，qacA 遺伝 了
一
を保有す る

消毒薬捌
．
性株 3株 に 対

．
す る MIC は，す べ て の 消毒 薬 に

お い て ，感受性株よ り も高 い 値 を示 した．しか し，そ れ

らの MIC 他 は そ れ ぞ れ の 消毒薬 の 奨励使用濃度の 約 1〆

3 − L2500 と きわ め て低 い 値 で あ っ た，

2．　 中和剤 の 有効性 の 検討

　MBC の 測定 で は薬剤 と細
．
菌の 接 触時間（消．毒時 間）後

に 残留 す る 薬剤が しば し ば 問 題 と な る，そ こ で
，
MBC

測定法 に よ っ て 正 し く消毒時 間 と薬剤濃度 を評価する た

め，増殖培地 に 残留す る 薬剤を不 活化す る 中和剤 の 有効

性 を 検討 し た．黄色 ブ ド ウ 球 菌の 薬剤感受性標準菌株

JCM2874 を 用 い ，　 BTC
，
　 ADH お よ び CHG の MBC を 中

和 剤 を用 い ず に MBC を 測定す る方法（従来法）と 中和斉ll

Table　2．　 M
．
IC　of 　Antiseptics　for　S．　au 厂ピ螂 ．

Strain 　　 　Plasmid Resis しanoe 　g 巳 ne 　　AF EBBKCETC ADHC 且 G

RN2677

TP171

TS77TS99JCM2874

nonepTZ

し S77pTZ131

ユ
ーts99

nDnePTZ

仁s77PTZI311

　ts99

pTZts77pTZts99none

nonega

　CAsmrnorAnorA

　alld 　qa 　aA

norA 　and 　 smr

qa ごAs

躍 rnon

巳

　 45123251251251251251232　 22566464256128256512

　 8

⊥

84484882

5084484882626626222131131333 ⊥

21222212

AF ，　 AcrtElavine
／ EB ，　 E しhidium 　brom 二de ，　 BKC 炉Benza 上konium 　chloride 厂 BTC 、　 Benzethonium 　chloride ；

AD ｝｛，　 Alkyldiamlnoethylglycir ユe　hydrochlor 工de ； C 王｛G 、　Chlorhexidine 　gluconate ．
Unitl 　μ9 ／mL
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を用 い て MBC を 測定 す る 方法〔本法）で 測定 し，そ れ ぞ

れ の MBC を比較 した （Table　3）．そ の 結 果，短時間（1

分 間 ）で の 消毒時間 に お い て ，本法は 従来法 よ りも 約 4

倍 の 差が認 め ら れ た．ま た，実験結果 と して 示 さな い

が ，本法 は
， 少な く と も 5 回 の 測 定 で ，従来法 よ りも糊

現性が認 め られ た，した が っ て ，中 和剤 の 使用 は MBC

の 測定値の 再現性 を高 め，消毒時 間 ご と に おけ る MBC

の 測定 に は 中和剤 の 使 用 が 有 用 で あ る こ とが 示 さ れ た．

3． 最小殺菌濃度 の 測 定

　qacA ，
　sn

’
tr お よ び 変 異 norA 遺伝子 を 保有 す る 耐性株

と附性遺伝子 を保有 しな い 感受性株 の 明暸 な 感受性 の 差

を示す測定条件 を検詞す る た め ，本法を用 い て ，6種 の

消毒薬 の 消毒時 間 ご との MBC を測定 し た．

　 1）色素（AF ：Table　4− 1 ），（EB ：Table　4 − 2 ）

　M 【C と 同様に，感受性株 と耐性株 の 感受性 の 差 は，AF

に お い て 16か ら64｛g一以 上，EB に お い て 64か ら128倍 以 上

と本法 で も明 瞭 に認 め ら れ た，一・
方，異 な っ た 消 毒薬 耐

．

性遺伝子 を保 有す る耐性株，TP171　（eacA）と TP171 （smr ）

に お い て ，MIC で は あ ま り差 が 認め られ な か っ た （Tab］c

2）が ，本法で は こ れ らの 2 株 に 対 す る180分 間 の 消毒時

間に お い て，明 ら かな差が 認 め られ た．

　 2） 4級 ア ン モ ニ ウ ム 系 〔BKC ：Tabte　4 − 3），〔BTC ：

Tab］c4
− 4 ）

　手指 ・洗浄消毒 の 奨励使用濃度 は と もに100−2000，，i9 、f

mL で ある ．耐性遺伝子 を保 有す る株 にお い て ，1 分間

の 消毒時間 に お け る BKC お よ び BTC の MBC は す べ て

512μg
！
mL 以 上 で あ っ た．ま た，　TPI71 （ga （IA 　）に 対す る

60分 間 の 消毒時間 に お け る MBC は256！∠g〆mL で ，最小

奨励使用濃度 （1001tg〆mL ）以 上 の 128
μg／mL で も生 存 し

て い た．

　一
方，浸漬消毒 の 奨励使用濃度 は と もに 1000μ g〆mL

（10分 間）
−500μg〆mL 〔30分 間 〉で あ る ．す べ て の 被 検菌

株 に お い て ，10分間の 消毒時 間 に おける MBC は 512！f　9，

mL 以 下 で あり，また ， 30分間の 消毒時間で は 256μg〆 mL

以 下 で あ っ た．

　 3） 両性 界 而 活性剤（ADH ：Table　4 − 5 ）

　手指 ・洗 浄消毒 の 奨励使用濃度 は 100−2000、‘‘g〆 mL で

あ る．すべ て の 被検 菌株 に お い て ， 1分間の 消 毒時 間 に

お け る MBC は 256
μ9、

「
mL 以 上 で あ っ た．また，　 noxA 遺

伝子 に変異を持 つ 3株 に対す る 5 分間の 消毒時間に お け

る MBC は256μg 〆 mL で ，最小奨励使用濃度（100μg！mL ）

以 ヒの 128μg，・
’
mL で も生 存 し て い た．

　
一

方，浸 漬消毒 の 奨励使用 濃度 は 5000，ugi
’
mL 〔1〔〕分

間）
−500μg／mL （15分間〉で あ る．す べ て の 被検菌株 に お

い て，10分 間 の 消毒時間 に お ける MBC は128／ig，・
’

mL 以

下 で あ り，また，30分間 の 消毒時問で は64μ g〆mL 以
一
1・

で あ っ た．

　 4 ） ビ グ ア ナ イ ド系〔CHG ：Tab］e4
− 6 ）

　 CHG の 手．指 ・洗浄消毒の 奨励使用濃度 は BKC ，　 BTC

や ADH よ りも高 く500−5000μg〆

「
mL で あ る．また，浸漬

消毒 の 奨励使用濃度 は5000／1g ！lnL 〔10分 問 ）
−1000μ g／mL

（30分閊）で ある，す べ て の 被検菌株 に 対す る MBC は 消

毒時問 に 関係 な く256μg／mL 以 h
．
で あ っ た．

考 察

　本研究 で は 感受性 株 と耐性遺伝子を保有
‘
ぐる 耐性株 の

感受性の 差 や消毎薬耐性遺伝子間の 耐性 レ ベ ル の 差 を 明

確 に す る こ とが で きる 消毒効果測定法 を 開発 した，本 法

を 検定す る た め に，まず初め に ，黄色 ブ ドウ 球菌の 消毒

薬 耐 性を示す被検菌株 を作製 した．宿主 ベ ク ター系とし

て 確 立 さ れ て い る RN2677 株 を宿 主 と して 用 い ，菌 株 の

遺伝子 的背景を統
一・

した．市販 され て い る 消毒薬 に は 薬

剤の 安定化の た め に 緩衝剤 な どが 添 加 され て い た り，消

毒．効 果 の 増強の た め に 溶媒 と して ア ル コ
ー

ル 類 が 用 い ら

れ て い る．また，成分濃度 が ロ ッ トや 製 薬 会社 に よ っ

て ，わ ずか で ある が 異 な る場 合 が ある，そ こ で ，本 畊 究

で は 消毒薬本来の 消毒効果 を評 fl”iす る た め ，使用 1肖毒薬

Table 　3，　 MBC 　of　Antiseptics　Ibr　51　ct”tl！US ∫CM2874 ．

MBC 　〔pg 〆mLl 　⊥n 　しhe 　fo1 上owing 　time 　（min ，｝

An ヒisep ヒ ・ cs 　 Neu ヒralizer 1 5 10 30 60180

BTC

ADH

CHG

十

十

　 　 　 　 　 　 　 　 　 十

BTC ，　 Benze しhonium 　chloride ； ADH ，　 Alkyldiaminoe しhylqlycine 　hydrochloride 厂 CHG ，

Chlorhexidine 　gluconate ．

　 50200

　 5D

＞400100400

12 ．520012

．5100100200

　 6、2550

　 6．25100100200

　 3 ．1325

　 3 ．1350100100

3．1312

．53

，13255050

3 ．1312

．53

．132512

．525
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Table4−1．　 MBC 　of 　Acrif］avine 　for　S．　aurezas ．

MBC 　〔pg ／mL ）　in　the 　following 　time

min ． hr ．
S ヒ rain 　　Plasmid ReSlstance 　gene1 5 1G 30 60180 24

RN2677

TP171

TS77TS99

nonePTZts77pTZI311

一
ヒ 599

nonepTZts77PTZ1311

一しs ，9

pTZts77PTZts99

noneqaCA5

］nrnorAnorA

　＆　9dcA

norA 　＆　smr

qacAsmr

　 　 128

≧2048

　 　512

≧2048

≧2048

≧2048

≧2048

≧2048

　 　 128

≧2D4S

　 512

　 204S

≧2048

　 2048

≧2048

≧2048

　 128

≧2048

　 512

　 2048

≧2048

　 2048

≧2048

　 2048

　 　 32

≧2048

　 512

　 2048

≧2048

　 2048

≧2048

　 ユ 024

　 　 32　　　　　　 8

　 2048 　　 　　2048

　 128 　　 　　　 64

　 1024 　 　 　 　 256

≧2048 　　　≧2048

　 1024 　　　　　256

≧2048 　　　≧2048

　 1024 　　　　　128

44244444　

6366

厂
066

Table 　4−2，　 MBC 　 Qf 　Ethidium　Bromide　f〔）r　S．　 aureus ，

MBC （V9 〆mL ） in ヒhe 　 fel1 。 wing しime

min ． hr ．
Strain 　 　Plasmid Res1S ヒance 　gene1 5 10 3D 60180 24

RN2677

TP171

TS77TS99

nonepTZts77pTZ1311

一
ヒ s99

nonepTZts77pTZ1311

一
し s99

pTZ 七 s77PTZ

ヒ s99

11Qneqa

　aAS

旧 rnorAnorA

　＆　qacA

norA 　＆　smr

gacAs

皿 r

　 　 32

≧4096

　 1024

　 204B

≧4096

　 2048

≧4096

≧4096

　 　 32

≧4095

　 512

　 204B

≧4096

　 2048

≧4096

≧4096

　 　 32

≧4eg6

　 512

　 2048

≧4096

　 2048

≧4096

≧4096

　 　 32

≧409E

　 512

　 1024

≧4096

　 1e24

≧4096

　 4096

　 　 32

≧4eg6

　 256

　 1024

≧4096

　 1024

≧4096

　 4096

　 　 32

　 4096

　 256

　 1024

≧4096

　 1024

≧4096

　 1024

　 16256128

　 645122561024512

Table 　4−3，　 MBC 　 of ．Benzalkonium　Chl（］ride　fer　S．翩 厂鶴 ．

MBC 　｛P9 ／ml 」）　in 　ヒhe 　Eollowing 　仁ime

min ． hr ．
S ヒ rain 　　Plas 皿 id Res 工 S ヒance 　gene1 5 10 30 6e18D 24

RN2577

TP171

TS77TS99

nonepTZts77pTZ1311

−ts99

nonepTZts77pTZ1311

−ts99

pTZts77pTZts99

noneqacAsmrnorAnorA

　＆　qacA

norA 　＆　 smr

qaCAsmr

　 　128

≧1024

　 　 512

　 　512

　 1024

　 　 512

≧ 1024

　 1024

12825625612825612S2565126425612812S256128256128　 6412812812825612S2561286412812812825612812812832128128128128128128128166464641286412B128

の 原末 また は 原液 を用い た，本法 は 以前 に報告 した消毒

薬 評価法
“’：；
（従来法）を 基 に 開発 し た ．しか し，．従来 法 は

薬剤 が 増殖培地へ 持ち込まれ，消毒効果が 持続化す る こ

とが 懸念 され て い た．薬剤 の 残留 を 防．止す る た め に さ ま

ざまな消毒薬評価法
1・じ諾

で は 中 和 剤 を用 い て い る ．そ こ

で ，本 法 で は，ヨ
ー

ロ ッ パ の 19の 加 閣 国 か ら な る ヨ ー

ロ ッ パ 基 準委員会が 制定す る ヨ ーロ ッ パ
．
殺菌 ・消毒．薬統

一
規格

［：：
で 奨励 さ れ て い る 中和剤 を 用 い て ，消 毒 時 間後

の 消 毒薬 を不 活化 す る行程 を．導 人 した，中和剤の 有用性

の 検討 か ら，中和剤 を用 い る こ とに よ り，消毒薬 の 増殖

培 地 へ の 持 ち 込 み や 細 胞 表
．
面 で の 残留性が 少な くな り，

再 現 性 の 高 い 結 果 が 得 られ た と 考 え られ た．また ，本 法

は MBC を経時 ご と に 測定で きる た め ，　 MIC 法 よ り も消

毒 薬 の 種類 だ け で な く于指
・
洗浄 お よ び浸漬消毒な どの
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Table4−4．　 MBC 　 of 　Benzethonium 　Chloride　fer　S、　 a“厂eus ．

MBC 〔四 ／mL ｝ in ヒhe 五〇 nowing 　 time

min ． hr ．

Strain 　　Plasmid Resistance 　gene 　　　 1 5 10 30 60180 24

RN2677 　 　 none

　 　 　 　 PTZ しs77

　 　 　 　 pTZ1311
−ts99

TP171 　 　 none

　 　 　 　 pTZt 二s77

　 　 　 　 pTZ1311 −ts99

TS77 　　　 PTZ ヒs77

TS99 　　　 pTZts99

nonega

σ AsmrnorAnorA

＆ qa σA

norA 　＆　 smr

qaCAsmr

25620481024512204810242048204812825625625625625651251212825625612S2562565125121282562561282562561281281281281281282561281281286412812864128

ユ 28128128

1664646412812

巳

64128

Table 　4−5，　 MBC 　of 　Alkyldiaminoethylg ［ycine　Hydrochloride　for　S．　aureus ．

MBC 　〔杁gfmL ｝　in　しhe 　［ollowing 　ヒime

min ． hr ．

S ヒ rain 　　Plasmid Resistance 　gene 　　　 l 5 10 30 60180 24

RN2677 　　none

　 　 　 　 PTZts77

　 　 　 　 pTZ1311 一ヒ s99

TP171 　　　none

　 　 　 　 PTZts77

　 　 　 　 PTZ1311
一
ヒ s99

TS77 　　　 PTZts77

TS99 　　　 pTZts99

noneqaCAsmrn

σ rAnorA

＆　qaCA

r1σ rA 　＆　 smr

qa α Asmr

256256256512512512256512128128128256256256128128646464128128

ユ28128

　 8

244444483666666 622444481336666 622222481333336 86622228　

113333

Table 　4−6．　 MBC 　of 　Ch ］orhexidine 　Digluconate　for　S，　 aureus ．

MBC 　〔pg ／mL ｝　irl　 t：he 　following 　しime

min ． hr ．

St：rain 　　Plasmid Re5istance 　gene 　　　 1 5 10 30 60180 24

RN2677 　　 none

　 　 　 　 pTZ ヒs77

　 　 　 　 pTZ1311
一
ヒ ＄ 99

TP171 　 　 none

　 　 　 　 PTZ し s77

　 　 　 　 pTZ1311 一しs99

TS77 　　　 pTZts77

TS99 　　　 pTZts99

noneqacAsmrnorAnorA

＆　qaaA

norA 　＆　 smr

ga 　CAsmr

64256641281281282563232646412812812864

　 8

32646412812812864

　 8

6228886

弖

133

　

　

　

1

86B88864　

1

　

　

　

　

1

46888864　

1

　

　

　

　

1

弖

8888844

消毒方法 も評価 可 能で あ り，臨 床的 な 消 毒法 の 評 価 に 対

応 した 測 定法 で あ る と考え られ た．

　qacA ，　 smr お よ び変異 norA 遺伝子 を 保有す る 耐性株

と耐性遺伝子 を保有 しな い 感受性株 に 対す る 6種消毒薬

の MBC を測定 した．　 AF は ア ク リ ジ ン 系 の 色素 で 以前

は 消 毒 薬 と し て 用 い ら れ て い た （第 7 改正 日 本薬局方 か

ら は 削除）．EB は 発癌性 が 疑 わ れ 消 毒薬 と し て 用 い ら

れ て い ない が ，現在 で は 両色素 と も in　 vitrt 」 に お ける 消

毒薬耐性 の 指標 と して 用 い られ て い る薬 剤 で あ る．MBC

の 測定結果か ら，本法は 感受性 株 と 耐 性株 の 感受性 の 差

ばか りで な く，消毒薬耐
．
性遺伝了

・
間 の 耐性 レ ベ ル の 差 も

明確 に す る こ とが で きる こ とが 明 ら か に な っ た．BKC

と BTC は 4 級 ア ン モ ニ ウ ム 系 の 消 毒 薬 で あ り．主 な 商

品 と し て そ れ ぞ れ オ ス バ ン （日 本製薬  ，武 田 薬 品 T．業
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  ），ハ イ ア ．ミ ン （三 共噛）など が あ る．また，ADH は 両

性界面活性剤で 陽イ オ ン の 殺菌力 と陰 イ オ ン の 洗 浄 力 を

併 せ持つ 消 毒薬 で あ る．テ ゴー51（  ア ズ ウ エ ル ）と して

Il∫販 さ れ て い る．い ずれ も，手指，皮膚 ， 粘膜 の 洗浄消

毒，医療器具，リ ネ ン な どの 浸漬消毒 に 用 い られ る ，于

指消毒は ガ イ ドラ イ ン に よ る と 3 分問の 消．毒時間が 設 定

され て い る が ，実際 に は30秒程度 で あ る，MBC の 測定

結果 か ら，手指
・
洗浄

．
消毒 に お い て ，BKC ，　 BTC お よ

び ADH の 最小奨励使用濃度 （100／」 9t
’

mL ）で 5 分 間 以 上

の 消毒時間で も消毒薬耐性遺伝子を保有す る耐
．
性黄色 ブ

ドウ球菌が 生 存 して い る こ とが 初め て 観察 され た，こ れ

は，ガ イ ドラ イ ン に 従 っ た 消毒 時間 で も 消毒薬 耐性

MRSA の 殺菌 は 不 十 分 で あ る こ と を 示唆 して い る．一

方，浸 漬消毒にお い て は感受性株 も耐性株 も現行 の 奨励

使用濃度 で 十 分 な 殺 菌効果 が得ら れ る と 考 え ら れ た．

CHG は ビ グ ア ナ イ ド系 の 消毒薬 で ，　 BKC ，　 BTC お よ び

ADH と同様に，手指，皮膚，粘膜の 洗浄消毒，医療器

具，リ ネ ン な どの 浸漬消毒 に 用 い ら れ る ．主 な商品 と し

て ヒ ビ テ ン 〔ア ス トラ ゼ ネ カ  〉な どが あ る．MBC の 測

定結 果 か ら，手指 ・洗 浄 消 毒 お よ び浸漬消毒 にお い て も

現行 の 奨励使用濃度 で 消毒薬耐性黄色 ブ ドウ球菌 を殺菌

で きる こ とが考え られ た ．こ の 原 因 と して ，黄色 ブ ドウ

球 菌 に 対 す る BKC ，　 BTC お よ び ADH の MIC は CHG

よ り高 い に もか か わ らず，最小奨励使用濃度 が CHG よ

りも低 く設定 さ れ て い る こ と と，消毒薬耐性株 は BKC ，

BTC お よび ADH に お い て 耐性 の 上昇 レ ベ ル が 高 い が，

CHG にお い て は耐性 の 上 昇 レ ベ ル が 低 い こ とが 考え ら

れ た．現在 の 手指 ・洗浄消．毒 の
．
最小奨励使 用濃度 で は

BKC と BTC に お い て 180分間以 ．．ヒ，　 ADH に お い て 10分

間以 上 の 消毒時間が 必要で あ る．その た め，現行 の 濃度

は 殺 菌 口∫能 な限 界の 値 で あ る こ とが 示 さ れ た．奨励使用

濃度 が 現行の ま まで あ る と，今後 さ ら に 消
．
毒薬．耐性黄色

ブ ドウ球菌が 広 く伝播す る こ とが 考
．
え ら れ る．しか し，

わ が 国 で は 消 毒薬 殺 菌 効 果の 標 準測定法が 未 だ 定 め られ

て い な い ．辻 ら
2．
，国定 ら

131
の 測定法や ヨ ーロ ッ パ 殺菌

・

消毒薬統
．．．一

規格
1’

な ど が 知 ら れ て い る が，本法 を含 め た

こ れ らの 方 法 は 接 種 菌 量，中 和 剤 の 組 成 （サ ポ ニ ン ，ト

リ プ ト ン お よ び 塩化 ナ トリ ウ ム を 含有す る 中和剤 と含有

し ない 中和剤），中和行程 お よ び判定基準 な ど の 違 い が

あ る．そ れ ぞ れ の 方法 を比較，改良 し，標 準 法 を確 立 し

た一ヒで ，消 毒薬 の 使用濃度 の 改正 が必要で ある と考
．
え ら

れ た．

　本研 究 は ，消 毒薬 の 使 用 に お い て ，使用濃度，用 法 お

よ び 薬剤管理 に 十 分 な 注 意 が必 要 で あ る こ と を 強 く示 し

て い る．本研究で は黄色 ブ ドウ球菌 に お い て，現 行の 消

毒薬 の 使用濃度，消．毒時間 と消毒薬耐性遺伝子の 相関 性

　　　　
一．一
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を調べ た が，高齢化社会 に伴 い 易感染性患者が 増 加 し，

黄色 ブ ドウ 球菌 ば か り で な くさ ま ざま な細 菌 の 感 染 が 危

惧 さ れ て い る．そ の た め ，さ まざ ま な菌種，そ の 他 の 消

毒薬 に つ い て も消毒薬の 使用濃度，消毒時間 と消毒薬耐
．

性遺伝子 の 相関性 を調べ る必 要が ある ，
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