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MIC 2000シ ステムによるMIC測 定方法の検討:日 本化学

療法学会標準法によるMIC測 定 との比較

角 井 徹 ・中 野 博 ・世 古 昭 三

桝 知果夫 ・畑 地 康 助 ・仁 平 寛 巳

広島大学医学部泌尿器科

(昭和59年8月1日 受付)

S.marcescensとP.aeruginosaの 臨 床分 離 株 を 各50株 使用 してampicillin(ABPC),carbeni-

cillin(CBPC),piperacillin(PIPC),cefazolin(CEZ),ceftizoxime(CZX),latamoxef(LMOX),

gentamicin(GM),amikacin(AMK),fradiomycin(FRM).polymixin-B(PLB),nalidixic

acid(NA),pipomidic acid(PPA),minocycline(MINO)に 対 す る最 小 発 青 阻 止濃 度(MIC)

をMIC2000シ ス テ ムに よるMueller Hinton bnothを 培 地 と した 微 量 液 体 培 地 希釈 法(最 終 接

種菌量104CFU/ml)と,日 本 化 学 療 法 学会 標 準法 に よ るMueller Hinton agarを 培 地 とした 寒 天

平板培地希 釈法 とで測 定 し,MICの 差 が1管 以 内を 両 測 定 方 法 の一 致 として 一 致 率 を 検 討 した と こ

ろ,以 下の結 果 を 得たo

1.S.marcescensで はLMOXの62%.MINOの56%を 除 き,他 は90%近 くか それ 以 上 の

一
致率であった。液体培地の最終接種菌量を105CFU/mlと 増量することによりLMOX,MINO

における一致率は著明に改善されたが,液 体培地中のCa2+,Mg2+濃 度の影響は認めなかった。

2.P.aeruginosaで は,pemcimin系,cephem系 の薬剤においては約90%か それ以上の一致

率であったが,他 の一致率はGM34%,AMK12%,FRM12%,PLB12%,MINO12%,PPA

56%と 不良であった。最終接種菌量を105CFU/mlと 増量することにより一致率の改善が認められ

たのはPPAお よびMINOの みであった。aminoglycoside剤 およびPLBで は液体培地中の

Ca2+,Mg2+濃 度を寒天培地中のそれに近い濃度に増量することにより,は じめて一致率の著明な

改善が得られた。

近年の新しい抗菌剤の開発は目覚ましいもの が あ る

が,他方では感染症の変遷や難治性感染症の増加もあっ

て抗菌剤の選択は複雑となってきている。日常の臨床に

おいて抗菌剤選択の重要な指標のーつに抗菌力測定があ

げられ,簡単で実用的な方法として感受性ディスクによ

る惑受性試験が臨床的に広く利用されている。 しかしこ

の方法は半定量的なもので
,抗 菌力の定量的表示として

はMICの 測定が望ましい
。とくに尿路感染症において

は抗菌剤の尿中濃度が治療 に 重要 な関連が あ る の で

MICと いう情報が必要であ り
,血 中濃度を基準にした

テイスク法による感受性検査の成績のみでは不充分の感

が強い。したがってMICの 測定が日常のルーチン検査

として望ましいのであるが
,現 行のMIC測 定 法は多大

の労力と時間を要する
点が妨げとなって,日 常の臨床的

検査に採用することが困難となっている。この難点を解

消する目的で微量液
体培地希釈法 を 用いたMIC2000

(日本ダイナテ ック社)
という半自動測定装置 が 開発さ

れた。 しか し現在のところ実際に臨床分離株を用いての

検討はいまだ充分とは営い難い。そこで著者らは尿路感

染症 より分離されたS.marcescensお よびP.aerugi-

nosaを 使 用して本法によりMICを 測定し,日 本化学

療法学会標準法によって測定されたMICと 比較検討し

た成績を報告する。

I.対 象 と 方 法

1.被 検薬 剤

penicillin系 のampicillin(ABPC),carbenicillin

(CBPC),piperacilli豆(PIPC),cephem系 のceftizo-

xime(CZX),latamoxef(LMOX),aminoglycoside系 の

gentamicin(GM),amikacin(AMK),fradiomycin

(FRM),そ の 他polymixin-B(PLB),nalidixic acid

(NA),pipemidi cacid(PPA),minocycline(MINO)

の12剤 に つ い てMICの 測 定 を 行 な った 。

2.被 検 菌 株
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広島大学附属病院泌尿器科の臨床検体より分離され.

保存しているS.marcascensお よびP.aeruginosaの 各

50株 をMIC測 定の菌株に使用した。

接種菌液はHeart Infusion medium(栄 研)を 用いて

37℃ 一夜培獲に て 増 菌 を し,Buffered Saline with

Gelatin(BSG)で1o8CFU/mlに 調製したものを使用し

た1)。

3.MIC測 定法

1)寒 天平板希釈法

日本化学療法学会標準法に準じて行なった%す なわ

ち培敬希釈され た薬 剤 を 含 むMueller Hinton agar

(Difco.以 下MHAと 略す)平 板に106CFU/mlの 菌液

を接種し,37℃,18時 間培養後に 最小発青阻止濃 度

(MIC)の 判定を行なった。なお薬剤の濃度はLMOX,

CZX,MINOが100μg/mlか ら0.05μg/ml,amino-

glycoside剤 とPLBが40oμg/mlか ら0.2μg/ml.そ

の他は1,600μg/m1か ら0.78μg/mlの 範囲で希釈系列

を作製した。

2)微 量液体培地希釈法

寒天平板希釈法と同じ薬剤希釈系列を作製し,Muel-

ler Hinton broth(Difco.以 下MHBと 略す)を 培地と

してMIC2000シ ステムにより96孔 のマイクロプレー

トに分注後,-80℃ にて保存した。使用時はこれを室温

で解凍し,MIC2000シ ステム内で106CFU/mlの 菌液

を用いて接種を行ない.37℃.18時 間培養後にMICの

判定を行なった。なおこの時の各ウェル中の最終接種菌

量は1.5×106CFU/mlと なる。

II.結 果

液体培地希釈法でのMICが 化療標準法によるMIC

と1管 以内の差であるものを成績一致と判定して,各樋

薬剤の一致寧を算出した。

5/marcascensを 被検菌株にした場爵にpemicillin系

はいずれも90%以 上の一敷寧であったが,LMOXは

62%と 一 致串は傭下した。aminoglycoside系 では一致

*はGM88%,AMK100%,FRM78%と 良い成綴が

得られた。その他ではPLB100%.NA98%,PPA

96%と 高い一致串であったが,MINOは 詔%と 僖い

一 致率であった(Table 1)。

P.aeruginosaを 被検菌株に使用した場合に一致率は

penicillin系 は88%以 上 卿hem系 も90%以 上であ

ったoamlnoglycoside系 の一致串はGM糾%,AMK

12%,FRM12%で あ った。その他はNA勉%,PL

B12%.PPA56%,MmO12%の 一致率であった。

す な わ ちaminoglycodde剤,PLB,PPAお よび

MINOに おいて一致寧は低離であった(Table 2)。

以上.一 致率が低値を示した薬剤においてはS.mar-

cescensお よびP.aeruginosaの いずれの場合も,徹量液

体希釈法における最終擬重菌量が化療標準法に比較して

少ないことが 考えられたoそ こで最襲接鍾菌量を105

CFU/mlと なるように菌液を鋼整して再度比較訊験を行

な うと,S.marcescens使 用におけるLMOX,MINOの

一致率はそれぞれ100%,90%と 赦善した(Fig-1,2)。

同 様 にPaeruginosa使 用に お け るPPA,MINOの 一

致 率 もそ れ ぞ れ95%,81%と 敵 善 したがamiaogiyco-

side剤,PL-Bに お い て は接 種菌 量を105CFU/mlに し

てもGM5%, AMK10%,FRM3%,PL-B14%‚Æ

一
致率の改善はみられなかった(Table 3)。 従来から

P.aeruginosaのaminogiycoside剤-PLB,MINOに

対 す る感 受 性 は 培 地 中のMg2+,Ca2+,Znz+な どの影響

Table 1 Difference in dilution rate of broth dilution MICs(MIC 2000)from that of

agar dilution MICs (standard method)

(50 strains of S.marreseens)
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Table 2 Difference in dilution rate of broth dilution MICs(MIC 2000)from that of

agar dilution MICs(standard method)

(50 strains of P.aerusinosa)

Fig.1 Comparison of MICs of LMOX against S.marcescens between agar dilution
method and broth dilution method(MIC 2000)

(Inoculum size:104CFU/ml) (Inoculum size:105CFU/ml)

MIC by broth dilution method (MIC2,000)(μg/ml)

Fig.2 Comparison of MICs of MINO against S.marcescens between agar dilution
method and broth dilution method(MIC 2000)

(Inoculum size:104CFU/ml) (Inoculum size:105CFU/ml)

MIC by broth dilution method (MIC2000)(μg/ml)



540 CHEMOTHERAPY JUNE 1985

Table 3 Difference in dilution rate of broth dilution MICs(MIC 2000) from that of
agar dilution MICs(standard method)

(42 strains of P.aeruginosa,inoculum size:105 CFU/ml)

Table 4 Difference in dilution rate of broth dilution MICa(MIC2000)from that of
agar dilution MICs(standard method)after supplementing MHB with
calcium and magnesium

(42 strains of P.aeniginase)

Table 5 Difference in dilution rate of broth dilution MICs(MIC2000)from that of
agar dilution MICs(standard method)after supplementing MHB calcium
and magnesium

(50 strains of S. marcescens,inoculum size:105 CFU/ml)

を受け,こ れらの重金属イオンが増加すると細菌の耐性

が増加するといわれている2～4)。今回著者らが 使用した

培地のMgとCaの 含有量はMHAで はそれぞれ2.3

mg/dl,4.1mg/dlで あったのに比較して,MHBで は両

者ともに0.7mg/dlと 低値であった。Paeruginosaを

使用した場合に,培 地のMg,Ca含 有量がともに低値

であることと接種菌量が少ないことが相互に作用して,

微量液体希釈法によるMICが 化療標準法によるMIC

に比較して低値を示したものと考 え られた。 そ こで

MHBにMgCl2・6H2OとCaCl2・2H2Oを 添 加 して

MHAのMg,Ca含 有量と同量にし,最 終接種菌量は

105CFU/mlと して再度此較試験を行なった。結果は

GM74%,AMK76%, FRM79%,PL-B83%,

MINO98%と 一致率が著明 増加した。また同時に行

なったPPAは100%の 一致 率で あ った(Table 4)。

Smarcescensを 使 用 した場 合に おいて もCa2+,Mg2+

などのイナソを培地に添加し, これらの薬剤における一

致率を検討したが変化はなく, この場合は重金属イオン

の影響はほとんどないものと考え られた(Table 5)。

III.考 察

近年は抗菌製剤の開発が目覚ましく,多種多様の抗菌
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剤が臨床的に使用されるよ
うになった。しかし一方では

これに対応 して, 耐性菌の出現,あ るいは自然耐性を有

する常在菌の関与などがあるために,感 染症の治療には

起炎菌に対して充分な抗菌力を有する薬剤の遇択が重妻

な問題となっている。この点でディスク法による薬剤感

受性試験は簡便であるために臨床的に広 く施行され,治

療薬剤の選択に必要な情報を提供しているわけである。

しかしこの検査の成績は抗菌力の半定量的な表示で,か

つ測定誤差や精度管理に 問題があって5),精 度 が 高 い

MICの 測定が臨床上も墓まれる ところである。 また尿

路感染症においては抗菌剤の尿中濃度が治療に重要な関

連があるので,薬 剤の血中濃度を基率にしたディスク法

による感受性検査の成績と腎排泄型の抗菌剤の治療成績

との間にかなりの不一致が認められた。これらの問題点

の解消のために)薬 剤の抗菌力を定量的に示すMICの

測定が必要となってくる。

MICの 測定には寒天平板希釈法と液体培地希釈法の

2種類があるが,前 者は操作が簡単で一度に多くの細菌

株の試験が可能であることより,本 邦では日本化学療法

学会標準法として寒天平板希釈法を用いたMICの 測定

が制定されている1)。しかしこの方法は測定の度に数多

くの器具を準備し,か つ寒天培地や薬剤希釈系列の作製

などに要する時間は多大であるため,臨 床的に広く施行

されるまでには至っていない。MIC2000シ ステムは液

体希釈法を用いたものであるが,96孔 の マイクロプレ

ー トを使用することで培地や接種菌液の微量化を図るシ

ステムである。また測定しようとする各種抗菌剤の希釈

系列を一度に大量作り,-20℃ ～-60℃ で保存してお

けば約2か 月はMICが 変動しないので6),こ の期間中

は随時にMIC測 定が可能となり,か な り省力化される

こととなる。

通常のMIC測 定に際して,そ の値に影響を与える大

きな因子として,ま ず第一に接種菌量があげられる。今

回の実験では寒天平板希釈法と微量液体希釈法用の2種

類の菌液を作製する手間を省くため,106CFU/mlの 菌

液1種類を用意して接種した。このため微量液体希釈法

におけるウヱル中の最終接種菌量は1.5x104CFU/ml

となり,結果としてこの方法によるMICは 化療標準法

のそれより総じて低目であった。そこで最終接種菌量を

105CFU/mlと なるように菌液を作製して比較すると,

S.marcescensを使用した 場合の一致率は 著明に改善し

た。諸家の報告では菌液の最終接種濃度は105CFU/ml

となるのが最適であるとされてお り7,8),そ れを裏付ける

成績であった。

MIC測 定に影響を及ぼす第二の因子として培地の成
分がある。特にP.aeruginosaに 対 す るaminoglycoside

剤やtetmcycline系 薬剤などのMICは 培地中のCa2+

とMg8+の 濃度の影響を受け,寒 天平板希釈法と液体希

釈法を比較した場合は液体培地中のCa2+とMg2+の 含

有量が少ないため,液 体培地によるMICは 通常1～3

管低くなるといわれている8,7⊃。すなわちCa2+やMg2+

が抗菌剤の活性を 低下させるため,Paeruginosaの 耐

性が増加すると考えられている8,8,9,10)。著者らの成績で

もCa2+とMg2+の 添加により微量液体希釈法による

MICが 上昇し,寒 天平板希釈法 との一致率が 著明に改

善 した。P.aeruginosaだ けでなくほとんどの ブドウ糖

非発酵性 グヲム陰性桿菌はこれらイオンの影響を受け,

その添加によりMICが 上昇する とい う報告もあるの

で6).MHBに これらのイオンを添加して 検査を行な う

べきであろう。

しかしMHBのCaとMgの 含有量は一定でない

ため.今 後は実際に使用するにあたってどの程度これら

の物質を加え)るかが問題である。一般的にはCaが5.O

mg/dl)Mgが2.5mg/dlに なるように補正するのがよ

いといわれている2,9)。今回は化療標準法との比較とい

う意味でMHAの 含有量であるCa4.1mg/dl.Mg2.3

mg/dlと 同等にしたが,ほ ぼ満足できる結果であったの

で,お およそこの位の値であれば実際上は差支えないも

のと思われる。

次にMIC2000の 使用上の利点としては,(1)従 来

か らMICの 測定に要していた時間.労 力などの大幅な

節約が可能である,(2)プ レー トの 凍結保存により随

時にMICの 測定が可能で)治 療薬剤の選択に有力な情

報を提供できる,(3)検 査に使用する 薬剤の微量化に

より,検 査室内,浮 卵器内など検査に使用する場所の狭

小化などをあげることができる。問題点としては,(1)

菌接種皿,マ イクロプレー トなどの消耗品が比較的高価

であるから維持経費が 割高である,(2)分 注器が 大き

い(34×40×24cm)の で,こ の滅菌のために大型のオ

ー トクレープが必要である,(3)被 検薬剤の種類,薬 剤

濃度希釈段階の制定,感 受性基準の設定などがあげられ

る。とくに検査すべき薬剤の種類,薬 剤濃度の希釈段階

などは診療科,あ るいは施設によって異なることも考え

られる。したがって臨床的頻度が高い細菌に対して有効

な基準的薬剤を選択し,そ れぞれの濃度段階の制定と感

受性基準の設定を今後検討していく必要があると思われ

るo

以上のようにMIC2000シ ステムの使用により得られ

たSmarcescens,P.aeruginosaのMICは,接 種菌量

や培地中のCa2+,Mg2+を 調節することにより化療標準

法のそれとよく一致した。他の菌種についても検討し化

療学会に発表してきたが,い ずれもよく一致してお り)
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現行の化療標準法によるMICの 測定と同等に評価で奮

るものと思われる。

本論文の要旨は,第31回 日本化学療怯学会総会(1983

年6月,大 阪)に おいて鞘表したものである。
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COMPARATIVE STUDY OF THE MINIMAL INHIBITORY

CONCENTRATION BETWEEN MICRODILUTION

ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY TESTING

SYSTEM(MIC 2000)AND STANDARDIZED

AGAR DILUTION METHOD

TORU SUMII,HIROSHI NAKANO,SHOZO SZKO,CHIKAO MASU

KOSUKR HATACHI and HIROMI NIHIRA

Department of Urology,Hiroshima University School of Medicine

Minimal inhibitory concentrations of ampicillin(ABPC),carbenicillin(CBPC),piperacillin(PIPC),
cefazolin(CEZ),ceftizoxime(CZX),latamoxef(LMOX),gentamicin(GM),amikacin(AMK),
fradiomycin(FRM),polymixin-B(PL-B),nalidixic acid(NA),pipemidic acid(PPA)and minocycline

(MINO)against 50 clinical isolates of S.marcescens and P.aeruginosa were compared between the
microdilution method using Dynatec 2000 system with Mueller Hinton broth and the agar dilution
method with Mueller Hinton agar(standerdized method of Japan Society of Chemotherapy).

Above or below the range of a double dilution,major discrepancy between the results of the two
methods was found frequently for LMOX and MINO against S.marcescens,and more frequently
for GM,AMK,FRM,PL-B and PPA against P.aeruginosa.For LMOX and MINO against S.
marcescens,and PPA and MINO against P.aeruginosa,the frequency of the discrepancy was markedly
decreased by increasing the final concentration of inoculated organisms from 105CFU/m1 to 105CFU/
ml in the microdilution method.For aminoglycosides and PL-B against P.aeruginosa,the frequency
of the discrepancy was not decreased by increasing the final concentration,and decreased markedly
by supplementation of calcium and magnesium into the broth to the level of the agar.


