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デ ィスク法に よる感受性測定に関する基礎的検討(1)

3濃度ディスクの中濃度を用いる簡易法

三 宅 修

日本栄養化学株式会社研究所:所 長 大沢博士

東邦大学医学部微生物学教室:主 任 桑原教授

(昭和42年6月20日 受 付)

病 原 細 菌 の抗 生 物 質 お よび 合 成 化 学 療 法 剤 に 対 す る感

受 性 測 定 法 につ い て は,す で に 多 くの 基 礎 的 お よ び臨 床

的 な 研 究 が な され て い る が,そ れ らの 方 法 は試 験 法 の 原

理 か らみれ ば,希 釈 法 と拡 散 法 に 大 別 す る こ とが で き,

さ らに感 受 性 測定 の 目的 か らみ れば,大 まか に,研 究 的

な も の と,実 際 の 化 学 療 法 時 の 薬 剤 選 択 の資 料 を う るた

め とに分 け られ る。 現 在,研 究 の 目的 に は主 と して 希 釈

法 が,臨 床 面 で は 拡 散 法 が 多 く用 い られ て い る こ とは い

うま で もな いや

化 学 療 法 に 使 う薬 剤 の種 類 が 多 くな り,病 原 菌 の 薬 剤

感 受 性 が,そ の 薬 剤 の使 用 当初 とか な り異 な つ て きて い

る 現 在,と くに 療 法 時 の薬 剤 選 択 の 資 料 と して,拡 散 法

に よる 迅 速,簡 易 な感 受 性 測 定 は,臨 床 検 査 室 で 欠 くこ

との で きな い 重 要 な検 査 項 目 とな りつ つ あ る。

拡 散 法 の1つ で あ る ろ 紙 デ ィ ス ク法 は 「簡 便 で あ る」

とい う大 き な特 徴 か ら,臨 床 検 査 に ひ ろ く用 い られ,薬

剤 選 択 の際 の感 受 性 測 定 法 の支 柱 とな っ て い るが,そ れ

ゆ え,い ま ま で に も,そ の 方 法 論 や 信 頼 度 に つ い て,数

多 くの 検 討 が な され て い る1・2・3)。

現 在,デ ィス ク法 に は1濃 度 法,2濃 度 法,3濃 度 法

な どが あ り,わ が 国 で は1濃 度 法 と3濃 度 法 が 一 般 に行

なわ れ て い る が,そ の術 式 や,判 定 基 準 に は なお 検 討 し

な け れ ば な らな い余 地 が 多 い。

私 は,「 簡 便 」 を 主 目標 と して 現 行 の デ ィ ス ク法 の術

式 を 再 検 討 し,3濃 度 デ ィス クの 中 濃 度 を 用 い る新 ら し

い 検 査 術 式 を工 夫 した の で,次 に そ の あ らま しを報 告 す

る。

1・ 実 験 方 法

1)使 用 菌 株:実 験 に使 用 した 菌 株 は 総 計84株 でそ

の 内 訳 は 次 の とお りで あ る。

StaPhylococcus35株,Streptococeushemolytieus6

株,Streptococcusviridans3株,Streptococcusfaeca・

lis3株,DiPlococcusPneumeniae2株,COrynebacte・

riumdiPhtheγiae5株,Bacillussubtilis2株,Esheri・

chiacoli3株,Shigella10株,Salmenella5株,Pseudo-

monas,Klebsiella,Cloaca,HOfnia,ProteUS,Morga・

nella,Alcaligenes,EntePtobaeter,Achromobacter,

α彦robacter,各1株 。

2)最 小発育阻止濃度(MICと 略):微 生物検査必携

記載の方法(栄 研製HIヵ ンテン培地使用)に より測定

した。

3)デ ィスク法:1濃 度デ ィスク(昭 和)お よび3濃

度デ ィスク(栄 研)を 用い,そ れぞれの使用法(1濃 度

デ ィスクでは標準法)に よつて使用した。3濃 度法でも,

阻止円の径をはかる場分は1濃 度法に準じて行なつた。

4)接 種菌 ト'リプ ト ソイ ・ブ イヨン(栄 研)の1

夜培養を使用し,平 行実験では,同 一培養を使 うように

した◎

II。 成 績

〔実験1〕

平板希釈法とデ ィスク法における成績の動揺

反復測定により,平 板希釈法をデ ィスク法につき,そ

の測定値のフレをみた。 ・

薬剤 ロイコマイシソ(LMと 略),硫 酸 ジヒドロスト

レプトマイシン(SM>。

菌株:Shigellaflexneri1株,StaPhylececcusaureus

1株 。

実験は一定期間ごとに5回 反復した。

表1に 示 す とお り,デ ィスク法の結果も,指 示通り

(辮)(十ト)(十)(一)の4段 階に区分す る判定法ではフレは

な く,阻 止円の直径を測定しても培養条件,測 定条件が

一定であればフレはあま りない。

一方,希 釈法においても,発 育の程度にわずかの差異

がみ られるが,(一)に なつた点を基準にして最小発育阻

止濃度を考えると,成 績の動揺はほとんど認 め られ な

いe

〔実験2〕 つ ぎに希釈法,3濃 度デ ィスク法および1

濃度定量的デ ィスク法について,測 定値のフレを比較レ

てみた。

薬剤:硫 酸カナマイシン(KM),ペ ニシリンG(PC)・

硫酸 ジヒドロス トレプ トマイシン(SM),エ リスロマイ

シン(EM),テ トラサイクリン(TC),ロ イ コマイシン

(LM),オ レアンドマイシン(OM),ク ロラムフェニコー・…

ル(CM),ジ メ トキシフェニルペニシリン(DMP-PC)。
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表1平 板希釈法,デ ィスク法の反復による測定値の動揺
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菌株=当 室保存黄色ブ ドウ球'菌No・1～8お よび枯草

菌1,黄 色ブ ドウ球菌209P株 の計10株 。

実験は各2回 反復した◎

結果は,表2に 示す とお りである。MIC値 について,

希釈法の成績はかな り安定しており,プ レの起きる回数

も幅も少な くフン幅はPCの ブ ドウ球菌No・4に 対す

る1例 を除くと,全 てが倍数希釈の1オ ーダー(2倍)

以 内に入つている。1濃 度デ ィスクの測定値は,こ れに

くらべると,や やプレやす く,ま た,フ レ幅もTCに 対

するブ ドウ球菌No、1で 約5倍,OMに 対 す るブ ドウ

球菌No.8の 例では約25倍 とかな り大きい場合がある。

か りに,こ の測定値を倍数希釈法の区分になお した とし

て,TCの 例 では0.19>→O・78で2オ ーダー(4倍)・

OMの 例では6.25→0.39と4オ ーダー(16倍)の プ

レ幅となる。

同様の操作で倍数希釈の区分に直して2オ ーダー(4

倍)以 上にわたつて測定値の フレルものは,PCで1,

SMで1,TCで1,LMで1,0Mで5,DMP-PC

で1の 計10例 にのぼる。

希釈法で2オ ーダー以上にわたつてフレた唯一の例,

PCの ブ ドウ球菌No.4の 場 合,3方 法 とも同傾向の動

揺を示 してお り,PCと い う薬剤の性質からも,む しろ,

反復による動揺ではない と考えるほ うが妥当で,こ の例

を除 くと,希 釈法 と1濃 度ディスク法のMIC値 の安定

度の差はなお一層大きいものと考えられた。

また,両 者のMIC値 そ のものを比較してみると,た

とえばKMに 対す るブ ドウ球菌N。.6～8,209P,枯

草菌などで,か な りの差異がみ られた。

デ ィクス法の判定値について,(惜)(什)(十)(一)の4

段階の判定値では,3濃 度法,1濃 度法とも,か な り安

定していてプレ幅はほとんど1段 階以内に入 り,プ レの

頻度も少なかつた。

〔実験3〕 上の1,2の 実験は,同 一の実験者が実験

し,同 一の老が判定を行なつたもので,実 験者が異なっ

た場合は,一 見安定した結果を示すかに見える希釈法の

MIC値,1濃 度および3濃 度デ ィスクの判定値とも,も

つと誤差の多いものかもしれない。

実験者,ま たは実験場所の変化があつた場合,そ の変

化にともなつて,pH,血 液の添加などを含 めた培地 の

差,そ の量,試 験菌の接種量,そ の発育時相の問題など

誤差の要因となるものは多い。それ らの要因が,特 にデ

ィスクの阻止円の大きさにおよぼす影響については,す
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表2平 板希釈法, 1濃 度および3濃 度ディスク法の測定値の動揺(1)
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表2平 板希釈法,1濃 度および3濃 度ディスク法

の測定値の動揺(2)

OM

表3測 定者による阻止円の径の値の動揺(1)
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でに多くの研究者の発表があ り,あ えて取 り上げる必要

もないだろ う1・s・4・5・6♪。

表3は ・黄色ブ ドウ球菌 とLM低 濃度デ ィスクで生 じ

た同一の阻止円を5人 の異なる測定者に計測させた結果

で,全 く同じきわめて限界明瞭な阻止円を,同 じ物差で

測つているのに2mmて い どの差が出てくる。

そこで,こ のような測定誤差がそのまま感受性値に影

響する1濃 度デ ィスクを対象にやや規模を大きくして,

同一阻止門の異なる測定者間の計測誤差を ため してみ

た。

菌株:黄 色ブ ドウ球菌B45,B60の2株,赤 痢菌S-

2の1株 。

デ ィスク:OM,LM,SM,EM,TC,CM◎

結 果は,表4に 示すとおりである。

測定値の個人差はかな り大きく,ブ ドウ球菌B45の

TCデ ィスクに対する阻止円では,測 定者Wの24mm

→測定者Dの31mmと,7mmも 差 があり,そ のほか

ブ ドウ球菌B45のCM,ブ ドウ球菌B60のOM,TC,

CMな どでかなり大きい個人差が出ている。

しかも,こ の測定値の測定者間の差が,た ん にMIC

値の プレにとどまらず,さ きのB45のTCデ ィスクに

対する例な どで(帯)→(一)の 判定にまで影響をおよぼ

すもののあるのは注目しなければな らないことだろう。

また,こ のような個人差の問題も,阻 止円の測定に関

してのみあるのではな く,実 は,検 査時のすべての手技

の1つ1つ にか らんで くるものと思われる。

〔実験4〕 上に述べてきたような成績の動揺を考えに

入れて,感 受性ディスク検査の簡易化を考えてみた。な

ぜなら,臨 床検査における感受性試験は,希 釈法よりデ

ィスク法が多くとられている事実からもわかるように,

あ る程度,精 度を犠牲にしても,よ り簡易であることが

要求されると考えるか らである。そこで,そ の薬剤がい

わゆる適合薬剤なのか否か,結 局,(十)か(一)か に大

別するだけなら,も つ と簡易な方法がゆるされるのでは

ないか と考え,阻 止円の径 とMICの 相関図を作製して

みた。

方法:同 一菌株の同一培養につき,希 釈法によるMIC

とデ ィスクによる阻止円の径を計測し,片 対数方眼紙の

縦軸に阻止円の径を横軸にMIC値 をとつて,測 定値を
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表4測 定者による阻止円の径の値の動揺(2)
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9剤 。

使 用菌 株:な るべ く感 受 性 値 が 広 い 範 囲 に 分 布 す る よ

うに菌 株 を え らん だ。

各 デ ィス クの薬 剤 含 量 は,そ れ ぞ れ 図 中 に 表 示 して あ

るo

図中,実 線 に よ る 曲 線 は,最 小2乗 法 で 算 定 した 場 合
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希釈 法による麟 受・駐優(m・cg/mO

の 相 関 曲 線 。

相 関 図 よ り,PC(図1)で は,少 な く ともMIClu/ml

以 下 は(十),6u/ml以 上 は(一)に な る よ うな 点 を 求 め

る と,阻 止 円 の 径1・5mmな い し16mmが 境 界 に な

る。 この 場 合MICX5～3u/mlは,(十)に な つ た り

(一 〉 に な つ た りす る だ ろ う。SM(図2)に つ い て,MIC

3mcg/m1以 下 は(十) ,25mcg/m1以 上 は(一)に な る

点 は阻 止 円 の径15mm前 後 で,MIC6mcg/mlは(十)

に な る場 合 が 多 く,MIC12mcg/m1は ほ ぼ境 界線 上 に

な る。

LM(図3)で 同 じよ うに 阻 止 円15mmを 境 界 にす る

と,MIC1・5mcg/m1は まず(+)に,MIC10mcg/ml

は(一)に な る。MIC3～5mcg/m1は(十)に な つ た

り,(一)に なつ た りす る。

OM(図4)は,ほ ぼ,LMと 同 じ。 以下 同様 に して ほ

ぼ 阻 止 円15mm前 後 が 境 界 線 に な る(図5～9)。

この 実 験 で,あ らか じめ 阻 止 円15mm前 後 に そ の 境 界

が く る よ うな 薬 剤 含 量 の デ ・ス クを 撰択 し,使 用 した の

だ が,従 来 の4段 階 の 判 定 法,あ るい はANDERSON7)8)

な ど,KIRBY9)な ど の 判 定 法 の 区 分 と,こ の(+),



696 CHEMOTHERAPY NOV.1967

(一)の2段 階の区分とは,ほ ぼ,つ ぎのような関係にな

る。

(緋)ま たはSusceptible,Verysensitiveな ど は

(十)'に,(十)と(一),す なわちSlightlysensitive,

Resistantは(一)に,(升),Mederatelysensitiveは

一部が(十)に
,残 りの一部が(一)に 相当する。

考 察

近時,化 学療法に使 う薬剤の種類は,か なり多数にの

ぼ り,そ れにつれて,臨 床検査室でおこなう感受性試験

の重要性は,ま すます大きくな りつつある。一般に,簡

易であるとい う点で,臨 床面での感受性試験にはデ ィス

ク法が とられ,我 国でも1濃 度デ ィスク法と3濃 度デ ィ

スク法が行なわれている。そこで,現 行のデ ィスク法の

判定結果の信頼性の検討を行ない,さ らに,デ ィスク法

の簡易化を考えてみた。

まず,厳 密な条件で,希 釈法と3濃 度デ ィスク法およ

びその阻止円の径の再現性をみたが,こ のような条件下

では,い ずれもかな り安定 した結果を示 した。つぎに,

希釈法と1濃 度および3濃 度デ ィスク法を平行しておこ

ない,そ の測定値の動揺を比較 した。希釈法と1濃 度デ

ィスクのMIC値 の比較では,測 定値のプレ幅,プ レの

頻度とも希釈法ではかな り安定しているが,1濃 度デ ィ

スク法では必ずしも安定 したものとはいえなかつた。 さ

らに,MIC値 そのもので,両 方法の間にかな りの差異の

あるものがでてきた。この実験のかぎりでは,ど ちらの

測定法によるMIC値 が真の値に近いかは,い ちがいに

いえないが,測 定値のプレの頻度,プ レ幅,そ して定量的

デ ィスク法の換算表が倍数希釈法の数値をもとにして作

られていることなどを考えると,や は りデ ィスク法によ

るMIC値 には,希 釈法のそれほどには信頼を置き難い

のではないかと思われる。臨床検査の感受性測定は,研

究目的による感受性測定ほ ど精密な数値を要求していな

いeた とえば,デ ィスク法の(掛)(粁)(十)(一)の4段

階の判定は,そ の各段階にかなり大きな幅を持つている

か ら,プ レも少なくなる筈である。事実,3濃 度デ ィス

クの判定のプレの頻度は,か な り少なく,フ レ幅も全て

1段 階以内に入 つ て い る。1濃 度デ ィスクも,(構)～

(一)の4段 階の判定法では,プ レの頻度が少なくな り,

プ レ幅もほとん ど1段 階以内に入つてしまう。ただ,詳

細に観察すると,1濃 度デ ィスクの場合,3濃 度デ ィス

クにくらべて,プ レの頻度がやや多 く,さ らに1例 では

あるがプレ幅が2段 階にわたるものがあ り,デ ィスクを

1枚 しか使わないことの短所が うかがわれた。 しかし,

臨床検査の感受性測定は,結 局,そ の薬剤がinvitrOの

テス トの範囲で,適 合薬剤なのか,あ るいは不適合薬剤

なのか,す なわち,(十)か(一)か に大別するわけだか

ら,そ のかぎりでは,あ ま り支障がない といつてよいと

考えられる。

DMP-PCで,1濃 度 デ ィスクの判定が多 くフレている

ようにみられるが,当 デ ィスクのMIC値 か らみると,

偶然,段 階区分の境界近 くの菌株が多かつたせいのよう

に思われ,・このこととあわせて,両 種デ ィスクの段階区

分が必ずしも一致してないことが1つ の問題としてクロ

ーズ ・アップされてくる。3種 の方法を通じて,各 方法

ともPCの 測定結果にプレが多 くみ られるのは,お そら

くペニシ リナーゼの存在が影響 しているのであろ う。

感受性測定者の間の個人差については,い ままで,あ

まり検討されていなかつたが,こ の問題を端的にとりあ

げたのが,阻 止円計測に関する個人差ρ実験である。結

果は想燥以上の動揺がみられ,と くに1濃 度デ ィスクに

よる定量的測定をかな り危険視しなければならないかに

みえた。

上記のことを考慮のうえ,感 受性デ ィスク法の簡易法

の1っ を提案した わ け だ が,実 際に感受性試験の判定

を,2つ の区分にわけるとすれば,そ の境界をどのへん

にお くかには,多 くの議論があるだろ う◎ただ,現 在の

ように多種の薬剤があるとき,そ れだけ薬剤の撰択範囲

がひろいのだから,か な り感受性側に(十)と(一)の

境界をもうけることが許 されるのは当然のこ とで あろ

う。

臨床検査における感受性測定は,そ の手技の簡易化お

よび測定に要する時間の短縮が大きな 目標の1っ になっ

ていることは.,ANDERSON,SCHNEIERSONlo),KOOP・

MANSu》,そ のほか数多 くの研究が,こ れを裏づけてい

る12・!3・K)oディスク法の簡易化 とい う点に限つてい うな

らば,複 数デ ィスク法を単一デ ィスク法にすることは増

まぎれ もなく,こ の方向性に沿つたものだろ う。ただ,

そ の際 小酒井15),そ のほか16,霊ηによつて問題にされた

再現性の点,ま た,本 報の実験結果などから明らかなよ

うに,従 来からある単一デ ィスクの定量的な 使 用法 に

は,相 当に大きな難点が見出される。それなら,測 定値

の表現の簡易法 として利用されている4段 階の区分(帯

～一)が 十分満足できるかといえば,か ならず しもそう

とはいえない。一・見合理的かに見える4段 階の区分が,

.かな り現実とあわない結果を示すことが あ る のは,勝

ら18)の報告にも明らかにされているところである。

感受性試験の測定値は,数 値の安定性の点か らも,ま

た臨床面に対して感受性試験の果 しうる役割の限度から

みても,デ ィスク法で単に数多 くの薬剤のなかから効果

のありそうな数種を撰び出すためのスクリーニングテス

トをなるべ く早 く行なつて,(十)～(一)の 程度の成績を

得れば足 りるはずである。(帯)～(一)の4段 階の区分の
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うち,(十)は 特劉な場合にのみ意義がみとめ られ,(号 〉

はほとんど存在理由が明確でない とい う点で,ANDE撫

SONら は3段 階の区分法一一 そ の巾 で彼 らは,ボ ー一が

一ライソにあるものは全て耐性側の区分に入れてしまう

のがよいとしている一 を提唱しているが,私 はさらに

その方向を進めて,(十)と(一)の2段 階の鷹分法を擾

嗜したのである◇

しかし,実 験成績か らも明らかなように,阻 止円の径

の大きさを問題にすることは当然過誤を生む可能性を増

すと考えられるか ら,デ ィスクの薬離含量をさら紀少な

くし,単 に阻止門の有無をもつて(翌↑)(一)の 判定をす

ることができれば,検 査方式がさらに手軽になることは

いうまでもない6

要 約

1)三 濃度および3濃 痩デ ィスク法翻定値の再翼性を

平板希釈法と比較検討 し,特 に1濃 度デ ィスクによる定

量的試験法の危験{生を指摘 した¢

2)単 一デaス ク使用による感受性測定法の簡易化を

考え,3濃 度デ ィスクの巾濃度にあたる薬剤含量のデ ィ

スクによつて,大 まかに,感 受性(+)と 耐性(一)に

別ける澗定法を提案した。

終 りにご指導を賜わつた大沢研究所長および上田貞善

博士,桑 漂教授,お よび実験の便宜を与えて下さつた棄

邦大学医学部微生物学教豊の各位に厚 くお礼 申上 げ ま

す。
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          FUNDAMENTAL STUDIES ON THE 

   DETERMINATION OF BACTERIAL  DRUG-SENSITIVITY 

              BY DISK METHOD  (  1  ) 

A SIMPLIFIED DISK METHOD USING THE INTERMEDIATE DISK 

     OF THE THREE CONCENTRATION DISKS SINGLY

OSAMU MIYAKE

         Research Laboratory, Nihon Eiyo Kagaku Co.  (Director  : Dr. R.  OSAWA) 

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine  (Prof.  : Dr. S. KUWAHARA)

  Reproducibility of drug-sensitivities, determined with the one-and the three-concentration disks were 
compared each other with reference to the values of the agar plate streak method. Experimental 
results revealed that fluctuations were relatively small if the results were expressed as  *,  +1-, + and 

 — in the one-concentration disk method , but that fluctuations were considerably great when the size 
of the inhibitory zone was expressed in terms of the sensitivity value by the agar plate dilution 
method. 
 After these results, the author attempted simplification of the procedures of sensitivity determina-
tion, and devised a new method, in which the intermediate concentration of the three  concentration _ 
disks is used singly, and the result is determined as  "sensitive" when the diameter of the inhibitory 
zone is greater than  15 mm, and as "resistant" when it is smaller than  15 mm, under the condition of 
constant thickness of the agar plate. According to this expression of the results , "very  sensitive" 
and some of  "moderately sensitive" by the three concentration disks are included in the sphere  of, 
"sensitive"

, and  "slightly sensitive", "resistant" and some of "moderately sensitive" in the sphere of 
 "resistant"




