
646 CHEMOT HERAPY JUN.1981

Pipemidic acidの 感受性 デ ィス ク法に関す る検 討

金 沢 裕

豊栄病院内科

倉 又 利 夫

新潟鉄道病院薬剤科

松 本 清 幸

昭和薬品化工株式会社研究所

(昭和55年9月16日 受付)

Pipemidic acidは 大 日本製 薬 総 合研 究 所 で 開 発 され た

合 成抗 菌 剤 で 主 と して グ ラム陰 性菌 に有 効 な薬 剤 であ る

と報 告 され て い るi～4)。今 回わ れ わ れ は,臨 床 検 査 と し

て の デ ィス ク法 に よる感受 性 測 定 法 を検 討 した ので 報 告

す る。

Pipemidic acidの ように 新 し く出 現 した 薬剤 の臨 床 的

な 感受 性,耐 性 に 相 当 す る最 小 発 育 阻 止濃 度(MIC)値

の基 準 は全 く不 明 で,暫 定 的 に は推 定 され る体 液 中 有効

濃 度 との関 連 か ら一 応 の基 準 が 論 ぜ られ た とし て も最 終

的 に は多 くの起 炎 菌 に つい て 得 たMIC値 と,薬 剤 投与

に よる臨 床 効果 と の集 計 の上 に,将 来 定 め られ るべ き も

の で あ り,し た が って現 時 点 にお い て は適 当 に 規定 され

た実 験 条 件 で のMIC値 を推 定 す る こ とが,臨 床的 感 受

性検 査 の 目的 と考 え られ る。 この 目的 に 沿 うよ うにわ れ

われ は,単 一 デ ィス ク(single-disc)を 用 い るMIC測

定 を含 め た化 学 療 法 剤 の感受 性 測 定 法 に つい て た び たび

報 告 した5～8)。今 回 はPipemidica cidに つ い て も本 法

が適 用 され る か ど うか を検 討 した 。

I. 実 験 材 料

培 地:次 の よ うな組 成 のMUELLER-HINTON変 法培 地

(感 性 デ ィス ク用培 地 ニ ッス イ)を 用 い た。

Heart infusion200.0mlL-Tryptephan0.05g

Casamino acid16.5gL-Cystine0.05g

Soluble starch1.5gBiotin0.005g

Glucose2.0gAgar15.0g

Distilled water1,000ml

pH7.3～7.5,NaCl濃 度0.8%,5%メ ン羊血 液 添 加

ま たは 非 添 加

供 試 菌 種(株)はFig.1に 示 す よ うに,臨 床 検 査 の 対

象 に な る こ とが 多 い と 考 え られ る24種,229株 を用

い た。

II. 実験方法 および実験成績

1. 希釈法に よるMIC値 測定

Pipemidic acidの2倍 希釈系列(800,400,200 ,

100,50,… …μg/ml)濃 度含有の 寒 天平板培地を 作製 し

た。 発育が よくコロニー形成の 比較的早い 菌(腸 内細

菌,緑 膿菌を 含む 非発酵 グラム陰性桿菌,ブ ドウ球菌

な ど)は1白 金耳量 を1m1の 減菌生理食塩液 ま た は

MUELLER-HINTON Brothに 浮遊 し,そ の400倍 希釈液

を ミクロブランター(佐 久間製)で 寒天平板培 地上 に

接種 した。 このさいの接種菌浮遊液 濃 度 は1ml中106

Colony-forming units(CFU)程 度 で,ほ ぼ 日本化 学療

法学会の改訂9)法に一致 し,また寒 天平板培地上におかれ

た最終接種菌量は103～104CFU/cm2に あたることが,

たびたびの実験 でたしかめ られ ている1%ま た コロニー

形成の多 少 と もお そ い,Strepteceecus,Haemophitus,

Neisseiraな どはその10倍 濃い菌浮遊液を接種 した。つ

いで37℃ に16～24時 間 培 養 し,肉 眼的にMIC値

を測定 した。 これを6回 繰返 して得た値の幾 何 平均 の

1A/万 を最 も信頼すべ きMIC値 とした。

その 成績は,Fig.1に 示 す よ うにPseudomonas

aeruginosaを 含む多 くの グラム陰性桿菌は 本剤に 小さ

いMIC値 を示 したが,Stnptococcusな どの グラム陽性

菌は大 きいMIC値 を 示す傾向が み られた。 しか し,

StaphylococcusはStoreptococcusよ り,や や 小さ い

MIC値 を示 した。

2. 血液添加 の影響

Table1に 示す ような7種74株 を用いて,メ ン羊血

液5%添 加,非 添加のさいのMIC値 の変動を検討 し

た。その結果 は,表 示の ように平均0.95程 度であるこ

とか ら,5%メ ン羊血液 添加の影響は必ず しも著るしく

ないもの と考え られた。
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Fig.1 Microorganisms employed for constructing regression lines and their sensitivities against

pipemidic acid expressed in terms of MIC

Confidential MIC value:(Geometrical mean/•ã2 of so-called MIC obtained by

2-fold agar dilution method repeated 6 times) ƒÊg/ml

Agar medium used: Modified MUELLER-HINTON agar pH 7.4

* Modified MUELLER-HINTON agar pH 7
.4 with 5% sheep blood

** Chocolate agar

Inoculum size: Approximately 1011-,,10'CFU/cm2

+ Approximately 104-,405CFU/cm2

Strain: -H- Contains 3 strains of Alkalescens-Dispar

3. デ ィス ク法 の実施

内径85～90mmの 規 格型 ペ トリ皿 に培地 を20mlず

つ分注し,水 平 に固め た。供試菌 コ ロニーの1～2白 金

耳量程度 を1m1の 滅菌生理食塩液 また はMUELLER-

HINTON Brothに 懸濁 し,Staphylococcus,腸 内細菌の場

合はその1白 金 耳 量 を,Streptococcus,Haemophilus

などはその1滴(0.03m1程 度)を1枚 の寒天平板 培地

上にお とし,20個 程度の小 ガラス玉(直 径3～4mm)

を入れ,ゆ り動か して均等に広げ る。 この さい接種菌量

は,前 者で1cm2当 り103～104CFU程 度,後 者 では

106～105CFU程 度 であるこ とが た しか め られ ている11)。

ディスクを置いて直ちに37℃ で培養 し,16時 間程度

の後に阻止円の直径 を計測 した(普 通法)。

寒天平板培地表 面1cm2当 り106～107CFU程 度 の

濃厚な菌を接種 して5～6時 間 で阻止 円が出現 した場合

(迅速5～6時 間法),3～4時 間 で阻止 円が出現 した と

き(迅速3～4時 間法)に 分け て判定 した。

普通法 と同様に菌を接種 し,デ ィス クを置 き,直 ちに

10℃ 前後に12時 間程度放置,つ づいて37℃ で培養,

合計16時 間(37℃,4時 間)後 に十分 な阻止円形成が

み られず,24時 間程度(37℃,12時 間)後 に十分 な阻

止 円が出現 した菌株についてだけ阻止円を計測 した(遅

延判定)。

4. デ ィス ク薬剤含有量 の決定

感受性デ ィス クの薬剤含有量は,臨 床的に有効な菌 に

対 して阻止円形成がみ られ るが,無 効な菌には阻止円が

み られない ことが望 ましく,し たが って人体 内で薬剤が

治療効果 をあげ うるMIC値 以下 の菌は阻止円を生 じ,

それ以上 のMIC値 をもつ菌では阻止 円が生 じないのが

合理的 と考 えられ る。多 くの化学療法剤は,腎 臓か ら集

中的に排泄 され,尿 中で最高濃度を示 す ことが多い。 し

か し,こ のさい尿中薬剤濃度が直ちに尿路感染症の治療

に直結す る とは いえない よ うである。 西村 ら12),足 立

ら13,はこの点につ いても検討 しているが,尿 路感染症 の

病 巣に有効 に作用するのは尿中最高濃度の1/5～1120程

度である との成績が得 られ ている。
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Table1 Influence of adding 5% sheep blood to the
test medium on the MIC values obtained by
the agar dilution method

Basal medium used: Sensitivity disc me-
dium (modified MUELLER-HINTON agar, pH
7.4)

Bacterial strains employed:

Staphylococcus aureus 26
Escherichia coli 16
Klebsiella pneumoniae 10
Citrobacter 4
Serratia marcescens 2
Pseudomonas aeruginosa 10
Proteus vulgaris 6
Total 7

Geometrical mean=0.95

Pipemidic acidの 成人使用量 としては,1日 量3～6

9を2～3回 に内服す ることが常用量 とされている。那

須,原 ら14},石山,水 足 ら15)によると内服時の尿中濃度

ピークは2時 間前後 で,そ のおお よその薬剤濃度につ い

ての 平均は1回,19の とき約500μg/ml程 度であ り,

また2gで は約800μg/mlで あ った。このことか ら,本

剤を投与す る場合,平 均650μg/ml程 度 のPipemidic

acid濃 度が 尿中薬剤濃度 とな り,そ の数分の1に 相当

する と考え られ る。 したがって,本 剤の有効性 のあ る菌

は見逃 さず,し か も無効の菌を除外す る に は,MIC値

100μg/ml以 上の菌 では阻止円の形 成 が 少 な く,MIC

値100μg/ml以 下の菌では阻止円が形成 さ れ る ような

ディス ク薬剤含有量が適 当と考えられ る。

これをMIC値 測定の基本的方法である2倍 希釈法を

加味 して表現する と,MIC値100μg/mlの 値では阻止

円出現 の頻度が少な く,MIC値100μg/ml以 下 の菌で

Table 2 Relationship between pipemidic acid con-

tent in a disc and MIC to the organism

which produces inhibition zone

Disc used: 8 mm in diameter; water abs-

orption 0.027•}0.004 ml

No. of strains tested:

Staphylococcus aureus 6

Escherichia coli 1

Kiebsiella pneumoniae 2

Proteus morganii 2

Streptococcus pneumoniae 6

Streptococcus pyogenes 5

Streptococcus viridans group 4

Streptococcus faccalis 3

Total 29

は阻 止 円 出 現 の頻 度 が 高 い こ とを意 味 す る もの と考 え ら

れ るoそ こでMlc値100～200μg/ml付 近 に分 布す る

菌 種(株)と して,Staphylocoecus aureus,Escherichia

coli,Klebsiella pneumoniae,Proteus morganii,Stre-

ptococcus pyogenes,Storeptococcus viridans greup,

Streptececcus fbaecalis,Streptococcus pneumoniaeな ど

計8種,29菌 株 を え らん で,デ ィス ク薬 剤 含有 量 と阻止

円 出 現 の関 係 を 検 討 した。 そ の結 果 は,Table2に 示す

よ うに,50μgの 薬 剤 含有 デ ィス クが最 も上記 の 目的に

適 す る と考 え られ た の で,以 下50μg含 有 デ ィス クを用

い て実 験 を 進 め た。

5. 阻 止 円 の 計測

上 述 の そ れ ぞれ の方 法 に よ って現 わ れ た 阻止 円 の直 径

を直 角2方 向 か ら計 測 し,平 均値 を求 め た。 また,迅 速

Table3 Regression equation representing the relationship between MIC and diameter of
inhibition zone (pipemidic acid)

D=Diameter of inhibition zone
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Fig.2 Standard curves representing the relationship between the MIC and the diameter

of inhibition sone

Pipemidic acid: 50 madisc

Disc: 8 mm in diameter, Water absorption: 0.027 •} 0.004 ml

Conventional method:

Usual determination (over-night: approx. 16 hours incubation) 1

Delayed determination (approx. 24 hours incubation) 2

Rapid method with heavy inoculum:

5•`6 hours incubation 3

3•`4 hours incubation 4

法は肉眼的に十分 な阻止 円が4時 間 以内に現われ た場合

と,6時 間以内に現われ た場合 の2つ の グル ープに分け

て阻止円の直径を測定 した。

6. 標準曲線の調製

普通法,迅 速法,遅 延判定 のいずれ も6回 に分け て実

施し,そ れぞれの菌株 に対す る阻 止円直径 の平均値 を求

めた。ついで片対数方眼紙上 の整数 目盛に阻止円直径を

とり,希釈法に よるMIC値 を対数 目盛 に とって,お の

おのの実験条件下でのMIC値 と阻止円直径 の関係を示

す1次 回帰式を求めた(Table3,Figs1,2)。

7. 感受性測定法

普通法において,16時 間程度の 培 養で測 定に 十分 な

阻止円が出現 した場合は 普通法,16時 間程度で 十分 な

阻止円が出現せず,24時 間程 度で 出現 した場合は 遅延

判定とおのおのの曲線を用いれば近似MIC値 が推 定で

き,また迅速に感受性を しるためには,0.1mlの 滅菌生

理食塩液に10白 金耳量程 度の菌が濃厚に浮遊 した菌浮

遊液をつ くり,そ の1白 金耳量 を 寒 天平板培地上に 置

き,ガ ラス玉法で接種 したのち37℃ にて培養4時 間

以内に 阻止円が 出現 した場合 は 迅速3～4時 間の 曲線

で,5～6時 間で阻止 円の出現をみた場合には迅速5～

6時 間の曲線に よって,感 受性を ス クリーニ ングす るこ

とがで きるわけである。 さらに被検体(膿,尿 など)を

直 接に接種 した寒天平板培地にデ ィス クを置いて感受性

試験を行な うPrirnary culture sensitivity disc法 の さ

いは,接 種菌量を測定す ることが時に困難な ことが ある

ので,測 定 に十分な阻止円が 出現 した時間に応 じて迅速

3～4時 間法,迅 速5～6時 間法,普 通法(16時 間程度

培養),遅 延判定(24時 間程度培養)の いずれかを適用

して感受性 値を推定する ことが可能であろ う。

8. 実験誤 差につ いて

本デ ィス ク法 の実験誤差を検討す るために普通法につ

いて行 なったすべ ての成績について,標 準曲線 からのへ

だた りの存在範囲を 棄却限界式(α=0.05)を 適用 して

計算 し,Tab1e4の 値が得 られ た。一方,参 考 として寒

天平板2倍 希釈法に よるMIC値 を同一菌株について6
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Table 4 Range of deviation of MIC obtained by the disc method from the MIC by the
dilution method expressed in terms of rejection limits

* Rejection limits were obtained by the formula : M•}t0.05•@

Where, x=diameter of inhibition zone, y=•@

S2=variance from regression line
† Where MIC obtained by the agar dilution method is taken as 1.0

M: sample mean, t : distribution coeffcient of STUDENT

Table 5 Range of MIC values of pipemidic acid obtained by the 2

fold agar dilution method

* Where sample mean is taken as 1
.0, rejection limit : •}St0.05•@

S: Sample standard deviation•@

R:•@

(Sample mean deviation in 6 times repeated experiment for each
organism)

回ずつ行 ない,そ の各菌株 ごとの成績を総合 して,MIC

値 の存在範囲につ いて棄却限界幅を求め,Table 5の 成

績が得 られた。

両者は,実 験条件がすべて同一では なく,ま たディス

ク法評価 の基準 となるMIC値 が寒天平板2倍 希釈法の

実験誤差 を必然的に含 んでいるので厳密な比較がやや困

難 と思われ るが,測 定の存在範 囲の幅か ら推定す ると,

本 デ ィス ク法の精度は,寒 天平板2倍 希釈法のそれに劣

るが,あ る程度 これに近 く,臨 床的感受性測定法 として

は十分用い られ るもの と推定 された。

III. 結 論

Pipemidic acidに ついて,24種,229株 の菌 を用い

て寒天平板2倍 希釈法によるMIC値 と,50μg含 有 デ

ィス クによる阻止円直径を測定 した。その結果 として,

普通法(1夜 培養判定:16時 間程度培養),遅 延 判 定

(24時 間程度培養),迅 速5～6時 間法,迅 速3～4時 間

法 などおのおのについてMIC値 と阻止 円直径 との関係

を示す1次 回帰 曲線を 求 めることが でき,single-dise

法の成 立することがた しかめ られ た。そのさい,普 通法

の1次 回帰 式 は,Diameter(mm)=30.23mm-10.72

log MIC(μg/ml)で あった。

ついでデ ィスク法 として阻止 円の直径からMIC値 を

推 定 した場合における推定MIC値 の変動幅を寒天平板

2倍 希釈法に よるMIC値 の変動幅 と比較 して求め,本

デ ィス ク法に よる推定MIC値 に対す る実験誤差の参考

とした。

おわ りに臨床分離株 の分与お よび ご協力を下さった札

幌医大 永井龍夫,関 東逓信病院 除 慶一郎,東 京女

子 医大 長田富香,岡 山済生会総合病院 笠原和恵の請

先生に厚 く感謝 の意を表します。
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Susceptibilities to pipemidic acid of 229 strains of 24 bacterial species were determined by the 2-

fold agar dilution method in parallel with the diameter of inhibition zones by the single-disc

method.

The experiments demonstrated significant correlation between MIC by the dilution method and

diameter of inhibition zone in each of conventional assay of the over-night(about 16 hours) incubation,

delayed assay (about 24 hours incubation), and rapid assay (after 3•`4 or 5•`6 hours incubation), thus

confirming applicability of the single-disc assay for pipemidic acid.

Analysis of the data obtained by using pipemidic acid disc containing 50 ƒÊg revealed the pri

mary regression equation to be: D (diameter mm)=30. 23-10.72 log MIC (ƒÊg/ml) in conventional

assay, D=38.27-14.73 log MIC (ƒÊg/ml) in delayed assay, D=17.04-4.34 log MIC (ƒÊg/ml) in 3•`4

hours rapid assay, and D=23.0-7.28 log MIC (ƒÊg/ml) in hours rapid assay, respectively.

The range of variations in MICs estimated from the diameter of inhibition zone by the disc test was

then calculated in comparison with that in MIC determined by the two-fold agar dilution assays, as

reference for the experimental errors which may be involved in the estimation of MIC of pipemidic

acid by the single-disc assay.


