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ブ ドウ球菌,グ ラム陰性桿菌に対するDynatech MIC 200O Sygtem

及び化学療法学会標準法(HI及 びMH培 地)で 測定 した

常用抗生物質最小発育阻止濃度の比較

佐々木昌子 ・大泉耕太郎 ・渡 辺 彰

青沼 清一 ・大沼 菊夫 ・今 野 淳

東北大学抗酸菌病研究所内料

(昭和58年6月1日 受付)

臨床分離S.aureus, S.epidermidis, P.aeruginosa, E.coli,K.pneumoniae, K.oxytoca, S.lique-

faciens 7菌 種 の新鮮株 と保存株に対する常用抗生物質(ABPC, SBPC, PIPC, GM, DKB, AMK,

CEZ, CMZ, CTM, CZX, CPZ, LMOX, CFS)の 最小発青阻止濃度(MIC)を,市 販Mueller

Hiaton(MH)培 地,heart infusion(HI)培 地 を用いて,液 体希釈法と寒天平板法(化療 標凖法)

で測定し,そ れぞれの測定値を比較 した。なお,液 体希釈法はDynatech MIC 2000systemを,寒

天平板法はmicroplanterを 用い,接 種菌量はそれぞれ10倍 希釈1夜 培養菌の 軌0015m1お よび

100倍 希釈1夜 培養菌の0.005mlと した。

(1) MH培 地対HI培 地:新 鮮株を用いMHBとHIBで のMIC,お よび保存株を用いMHA

とHIAで のMICを 比較した。結果はいずれの菌に対 しても,い ずれの薬剤に対 しても,MHとHI

培地でのMICの 間に有意差は認められなかった。

(2) 液体希釈法対寒天平板法:MH培 地を用い,液 体希釈法と,寒 天平板法によるMIC値 を

比較 した。緑膿菌を除く6菌 種では,両MIC間 に有意差は認められなかった。緑膿薗に対 しては,

液体希釈法で測定したAG剤 のMICが 寒天平板法でのMICに 比べ有意に低い値を示した。

(3) 新鮮株MIC対 保存株MIC:液 体希釈法(MHB)で 測定した新鮮株MICと 保存株MIC

を比較 した。S.aureusに おいては,ABPC, PIPC, GM, DKB, AMKの 保存株MICが,新 鮮株

MICよ り有意に低い値を示した。同 じくS.epidermidisに おいてはABPC, PIPC, DKB, CZXが,

P.aerugiosaに おいては,GM, AMK, CPZ, LMOXが,E.coliで は,AMKが,K.pneumoiae

では,LMOXが,S.lliquefaciensは,CZXとCPZが,保 存後有意のMIGの 低下を示 した。

以上の結果,今 回検討 した7菌 種のうち,緑 膿菌に対するAG剤 を除き,MH培 地 とHI培 地

により測定したMICは,寒 天培地,液 体培地を問わず,有 意の差は認め られず,Dynatech MIC

2000systemで のデータと化療標準法でのデータとの比較は可能 と認められる。これに対し,縁 膿

菌に対するAG荊MICを,液 体希釈法で測定する際は,二 価陽イオンの調整が必要である。また,

新鮮株MICと 保存株MICの 間には有意の格差が認められ,保 存株でのデータと新鮮株でのデー

タは単一に論ずることができず,明 確に区別すべきものと考える。

病原菌に対する薬剤感受性は測定方法,培 地条件,菌

側の条件により変化することは知られ て い る1,2)。薬剤

感受性の測定は日本化学療法学会で標準法が規定され,

それに従って最小発育阻止濃度(MIC)が 測定 されてき

た3)。本法は1982年 に今まで感受性測定用培地として指

定されてきたHI培 地がMH培 地に変更され現在に至

っている4)。我々の施設では,1980年 にDynatech MIC

2000systemを 導入し,従 来通 りの寒天平板法でMIC

を測定すると同時に液体希釈法でもMICを 測定してき

た。Dynatcoh MIC 2000 system導 入により,新 鮮株

MIC測 定が容易 となり,HI培 地で測定 した新鮮分離株

におけるMICが 保存株で測定 したMICに 比べ高値を

示すことはすでに報告 した5)。

今回は,従 来行なわれてきたHI培 地 と新 しく制定さ

れたMH培 地によるMIC値 の比較,Dynatech MIC

2000 systemを 使用した液体希釈法 とmicroplanterを

使用 した寒天平板法(化 療標準法)で 測定 したMICの

比較,お よび新鮮株MICと 保存株MICの 比較を行な
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い2,3の 知 見 を 得 た の で報 告 す る。

I. 實 験 方 法

対 象 菌:本 院息 者 検 出菌 の うち,S.aureus, S.epider-

midis, P.aeruginosa, E.coli, K.Pneumeniae, K.ox-

ytoca, S.liquefaciensの7菌 種 で あ る。 新 鮮株 は臨 床 分

離 直後 の もの と し。保 存 株 は半 流 動 寒 天 培 地 に2～3か

月 保存 後 の もの と した 。

使用 薬 剤:ペ ニ シ リン剤(PC剤)は,ampicillin

(ABPC), sulbenicillin(SBPC), piperacitlin (PIPC),

ア ミノ グ リコ シ ド剤(AG剤)は, gentamicin(GM),

dibekacin (DKB),atnikacin (AMK),セ フェ ム剤

(CEP剤)はcefazelin(CEZ), ceftizoxime(CZX),

cefoperazone(CPZ), latamexef(LMOX), cefsulodin

(CFS)を 使 用 した 。

使用 培 地: heart infusion broth(HIB : Difco),

Mueller Hinton broth(MHB: Difco), nutriant agar

(Difco), heart infusion agar(HIA:Difce), Mueller

Hinton medium(MHA: Difco)を 使 用 した 。

MIC測 定方法:液 体希釈法 はDynatech MIC 2000

systemを 使用し,1夜 培養菌の10倍 希釈 液0.0015

mlを 薬剤含有microplateに 接種 し,37℃,1夜 培養

し,菌 の発育を認められない最小薬剤濃度をMICと し

た。寒天平板法のMICは,microphnterを 用 い,1夜

培養菌の10倍 希釈菌液0.005m1を 薬剤含有寒天平板

上に接種し,菌 の発育を阻止す る最小薬剤濃度をMIC

とした。

実験はそれぞれ独立に以下の3つ の組合 せ で 行 なっ

た。

(1) MHBとHIBで のMICの 比較:新 鮮株に対

し,Dynatech MIC 2000 systemに よる液体希釈法で

HIBとMHBで のMICを 測定 し,両 者を比較した。

(2) 新鮮株MICと 保存株MICの 比較;分 離直後

菌および2～3か 月半流動培地保存菌のMICを,培 地

をMHBと し,液 体希釈法により測定 し,新 鮮株MIC

と保存株MICを 比較 した。

(3) 液体希釈法(MHB)と 寒 天 平 板 法(MHA,

HIA)で のMICの 比較:保 存菌をMHBに よる液体希

釈法およびMHA,HIAに よる寒天平板法により測定

した各MIC間 での比較を行なった。

なお,MICの 比較に際しては,各 組合せ独立に,2群

間MICの 平均の差の検定を行ない,有 意 水準はP<

0.05と した。

II. 成 績

S.aureusに おいては,HIBとMHBを 培地 として測

定したMIC間 には,い ずれの薬剤でも推計学的有意差

は認められなかった。 新鮮株 と保存株MICの 間 で は

PC剤,AG剤,CEP剤 といずれも保存株でのMICが

新鮮株MICよ り低 く,そ の うち,ABPC,PIPC,

GM, DKB, AMKで の低下は推計学的に有意の差であ

った。保存株に対 し培地をMHB, MHA, HIAと し,

測定 したMIC間 には有意の差はみられなかった(Fig.

1)。

S.apidermidisは,HIBとMHBを 培地とし測定した

MIC間 には有意差はみられなかった。新鮮株MICと 保

存株MICで は,12薬 剤すべてで保存株MICの 低下が

みられ,そ のうも,ABPC, PIPC, DKB, CZXで は推計

学的に有意の低下を示 した。保存株で測定 したMHB,

MHA, HIAで のMIC間 には有意差がみられなかった

(Fig.2)。

P.aerugiosaに おいては,MHBとHIBを 用 い測定

したMIC間 には,有 意差は認められなかった。新鮮株

と保存株に対するMICは9薬 剤すべてで保存後低下す

る傾向を示し,特 にGM, AMK, CPZ, LMOXで は有

意の低下を示 した。3つ の培地条件MHB, MHA, HIA

に よるMICを 比較 した場合は,GM,DKB, AMKに

おいてMHBとMHA間 で有意の差を示 し,MHAと

HIAの 間 には有意差は認められなかった(Fig,3)。

E.coliに おいては,HIB, MHBを 用 い測 定 した

MIC間 に差は認められなかった。新鮮株MICと 保存株

MICを 比較した場合,AMKの 新鮮株MICは 保存後

有意の低下を示した。保存株に対 し,MHB,MHA,

HLへ の3培 地条件で測定 したMIC間 には有意の差は

みられなかった(Fig.4)。

K.pneumoniaeに おいては,新 鮮 株に対 しHIB,

MHBで 測定したMIC間 には有意の差はみられなかっ

た。新鮮株MICと 保存株MICを 比較 した場 合,

LMOXで はb保 存後MICの 有意の低下を認めた。保存

株を用い行なったMHB,MHA,HIA培 地間MICに

は有意の差はみられなかった(Fig.5)。

K.oxytocaに おいては,MHB, HIBを 用 い測定 した

MIC間 には有意の差はみられなかった。新鮮株MICと

保存株MICの 比較では,第3世 代CEP剤 で 保 存 株

MICの 低下傾向を示 した。保存株に対 し,測 定 した

MICは,MHB, MHA, HIA3培 地間に有意の差はみ

られなかった(Fig.6)。

S.liquefaciensに おいては,MHB, HIBで 測定 した

MIC間,お よびMHB, MHA, HIAに よるMICの

間には有意の差はみられなかった。新鮮株 と保存株に対

するMIC間 では,CZX, CPZの 保存株MICで,推 計

学的に有意の低下を認めた(Fig.7)。

すなわち,MHBとHIBお よびMHAとHIAで 測

定したMIC間 には有意の差は認められなか った。液体
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Fig. 1 Difference between means of MICs of antibiotics against Staphylococcus aureus on three systems
of HIB/MHB (a), Fresh/Stocked (b) and MHB/MHA/HIA (c).

(a) MICs were determined by a broth dilution technic of Dynatech MIC 2000 system against

strains freshly isolated from clinical materials, on HIB and MHB.

(b) MICs were determined against strains of freshly isolated from clinical materials and strains

stocked on semi-liquid medium for several months, by the broth dilution technic, on MHB.

(c) MICs of MHB, MHA and HIA were determined against stocked strains. MICs of MHB were

determined by the broth dilution technic. MICs of MHA and of HIA were determined by the agar

dilution method using a microplanter.

Symbols and abbreviations : H, difference between means•}SED of MICs of two groups; * indi-

cates statistically significant at P<0.05.; n, No. of strains; HIB, heart infusion broth; MHB, Mueller

Hinton broth; MHA, Mueller Hinton agar; HIA, heart infusion agar.
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Fig.2 Difference between means of MICa of antibiotics against Staphylococcus opidernsidis on three
systems of HIB/MHB (a), Fresh/Stocked(b) and MHB/MHA/HIA (c).

(a), (b), (c) : see footnote of Fig. 1.

Symbols and abbreviations : H, difference between means•}SED of MICs of two groups ; * indicates

statistically significant at P<O.05. ;n, No. of strains ; HIB, heart infusion broth ; MHB, Mueller

Hinton broth ; MHA, Mueller Hinton agar ; HIA, heart infusion agar.
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Fig.9 Difference between means of MICs of antibiotics against Puudomonas suruginosa on three sys-
tems of HIB/MHB(a), Fresh/Stocked (b) and MHS/MHAMIA(c).

(a), (b), (c) : see footnote of Fig. 1.

Symbols and abbreviations : H, difference between means•}SED of MICs of two groups ; C indicates

statistically significant at P<O.05. ;n, No. of strains ; HIB, heart infusion broth ; MHB, Mueller

Hinton broth ; MHA, Mueller Hinton agar ; HIA, heart infusion agar.
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Fig. 4 Difference between means of MICs of antibiotics against E,cherichia coli on three systems of
HIB/MHB(a), Freah/Stocked(b) and MHB/MHA/HIA(c).

(a), (b), (c): see footnote of Fig.1.

Symbols and abbreviations : H, difference between means•}SED of MICa of two groups ; * indicates

statistically significant at P<0.05.;n, No. of strains ; HIB, heart infusion broth ; MHB, Mueller

Hinton broth; MHA, Mueller Hinton agar ; HIA, heart infusion agar.
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Fig.5 Difference between means of MICs of antibiotics against Klebsiella pneumonia* on three sye.
tems of HIB/MHB(a), Fresh/Stocked(b) and MHB/MHA/HIA(c),

(a), (b), (c) : see footnote of Fig.1.

Symbols and abbreviations : H, difference between means•}SED of MICe of two groups ; s indicates

statistically significant at P<0. 05. ; n, No. of strains ; HIB, heart infusion broth ; MHB, Mueller

Hinton broth; MHA, Mueller Hinton agar ; HIA, heart infusion agar.
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Fig.6 Difference between means of MICs antibiotics against latbsiolla oxytoca on three systems of
HIB/MHB(a), Fresh/Stocked(b) and MHB/MHA/HIA(c).

(a), (b), (c) : see footnote of Fig. I.

Symbols and abbreviations: H, difference between means•}SED of MICs of two groups ; * indicates

statistically significant at P<0.05. ; n, No. of strains ; HIB, heart infusion broth ; MHB, Mueller

Hinton broth ; MHA, Mueller Hinton agar ; HIA, heart infusion agar.
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Fig.7 Difference between means of MICa of antibiotics against &wrath; liquifacisns on three systems
of HIB/MHB(a). Fresh/Stocked(b), and MHB/MHA/HIA(c).

(a), (b), (c) : see footnote of Fig. 1.

Symbols and abbreviations : H. difference between means•}SED of MICs of two groups a indicates

statistically significant at P<0.05. ; n, No. of strains ; HIB, heart infusion broth ; MHB, Mueller

Hinton broth ; MHA, Mueller Hinton agar ; HIA, heart infusion agar.
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希釈法(MHB)と 寒天平板法(MHA)の 間で は,P

aerxginasaに おいて液体希釈法でのAG剤 のMICと1

寒天平板法でのMICに 有意溢 がみられた。また。いず1

れの菌株でも新鮮株MICに 比べ保存株MICが 低下し

ていた。推計学的に有意の低下を認めたのは。S,aureus

に対 しABPC, PIPC, GM, DKB, AMKが,S.epi-

dermidisに 対 しABPC, PIPC, DKB, CZX,で,P

aenrginosae:対 してはGM, AMK, CZX, LMOXが,

E.celiで はAMKが,K.Pneumoniaeで はLMOX

が,S.liqseefaciensで はCZX, CPZで ある。

III. 考 案

日本では,薬 剤感受性測定方法は日本化学療法学会で,

寒天平板法による最小発育阻止濃度(MIC)が 標準法と

して規定されている3)。本法での指定培地は1981年 に

Hr培 地 からMH培 地に変更されている4)。我々の施設

でも今まではHI培 地を使用 し,化 療標準法に従い諸種

の発表を行なってきたが,今 回,化 療標準法がMH培

地に変更されたのに準じ,従 来のHI寒 天培地による測

定値と,新 しく標準法となったMH培 地による測定値

との間に差がないかどうかについて検 討 した。 我々は

Dynatech MIC 2000 systemを 導入し,寒 天平板法と同

時に液体希釈法でもMIC測 定を行なってきたが,両 測

定芳法によるデータの間におけるMIC格 差 の有無につ

いても検討した。また,菌 側の因子として,新 鮮株と保

存操に対するMIC間 の差についてはすでに報告してい

るが5,,今 回は培地をMHBに 変 え同様な差を示すかに

ついて検討した。

緑膿菌k対 するAG剤 を除いて,対 象と した7菌 種

においては,HI培 地 とMH培 地には寒天培地,液 体培

地を問わず,MIC測 定用培地として差は認められず,

また,液 体希釈法,寒 天平板法によるMIC間 に も差

はみられなかった。緑 膿菌 に対 して は,液 体希釈法

(MHB)で のAG剤 のMICが 寒天平板法(MHA)で

のMIC値 に比べ有意に低い値を示 した。MH液 体培地

は二価陽イオン濃度が低 く,緑 膿菌にお い てAG剤 の

MICをMH液 体培地で測定 した際に,寒 天培地で測定

したMIC値 に比べ低い値を示す こ とが知 られ て い

る6,7)。今回液体希釈法での緑膿菌のAG剤MICが 低

かったのは二価陽イナン無調整の ま まMHBを 使用 し

た影響と思われる。

保存株でのMIC低 下 は,前 回我々が,報 告 したごと

くの結果が,今 回も得られ,HIBで の結果とMHBで

の結果に大きな差がないことを示している。すなわち,

新鮮株でのデータと保存株でのデータはStdphylococcus

属,P.aeruginosa, Enterobacteriaceae各 々で,様 相を

異にしてはいるが,推 計学的に有意の差を示すものであ

り,単 一には扱えないものである。薬剤感受性測定の目

的自体は,薬 剤を臨床使用する時の目安であ る とすれ

ば,新 鱒な菌でのデータが、 より臨床に近く有用性が高

いと考えられるが,今 後データが集積するにつれて明ら

かにされてい くものと思われる。

最後に,こ うした保存株のMIC低 下 の機 序 に 関 し

ては,菌 種,薬 剤ごとに種々な態度を示 し,単 一な理由

で脱明できないと思うが,我 々の施設で,β-lactamase

との関連にういて検討した結果では,MICの 低下 に と

もない,β-lactamase産 生量もまた低下 していることが

多く,Plasmidの 関与がその一つ として想定される8)。

なお,本 論文の要旨は,第29回 化学療法学会東日本

支部総会(1982隼10月,仙 台)に おいて発表 したも

のである。
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COMPARATIVE STUDY BETWEEN MICs DETERMINED

BY DYNATECH MIC 2000 SYSTEM AND

BY STANDARD AGAR DILUTION METHOD

(ON MH AND HI MEDIUM)

MASAKO SASAKI, KOTARO OIZUMI, AKIRA WATANARE,

SEIICHI AONUMA, KIKUO ONUMA and KIYOSHI KONNO
Department of Internal Medicine, the Research Institute for Chest

Diseases and Cancer, Tohoku University, Sendal, Japan

Minimal inhibitory concentrations (MICs) of antibiotics including ABPC, SBPC, PIPC, CFS, GM,
DKB, AMK, CEZ, CMZ, CTM, CZX, CPZ and LMOX against 7 species of bacteria(S. aureus, S. epider

-midis, P. aeruginosa, E. coil, K. pneumoniae, K. oxytoca and S. liquefaciens) were determined by a broth
dilution method and by an agar dilution method (standard method of Japan Chemotherapy Society),
on heart infusion (HI) medium and Mueller Hinton (MH) medium. For the broth dilution method,
Dynatech MIC 2000 system was used and the inoculum size of bacteria was 0.0015 ml of 10th dilution
of an overnight culture. For the agar dilution method, microplanter was used and the inoculum
size of bacteria was 0.005 ml of 100 th dilution of an overnight culture.

Neither statistical difference between means of MICs determined by HIB and MHB, nor between
means of MICs by MHA and HIA was observed in all of the bacterial species tested.

No statistical difference between mean MICs determined by the broth dilution method (MHB) and
by the agar dilution method (MHA) was observed in almost all of the bacterial species tested, except
that mean MICs of AGs against P. aeruginosa determined by the broth dilution method were statistically
lower than that by the agar dilution method.

On S. aureus, MICs of ABPC, PIPC, GM, DKB and AMK for fresh isolates were statistically
higher than that for the stocked strains. On S. e pidermidis, MICs of ABPC, PIPC, DKB and CZX
for fresh isolates were statistically higher than that for the stocked. On P. aerugissoss, MICs of
GM, AMK, CPZ, and LMOX for fresh isolates were statistically higher than that for the stocked.
Also, statistically higher MICs for the fresh isolates in comparison with that for the stocked strains
were observed for E. coli of AMK, for K. pneumoniae of LMOX, and for S. liquefaciens of CZX
and CPZ.


