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微 量液体 希釈 法 に よ るStieptococeus pyogcncs, streptococeus Pneumoniae,

Hacmophilus lnflucnzacお よ びBranhamdta catarrhatrsの 抗 菌 薬 に

対す る感 受 性 測 定 用培 地 の検 討 と本 法 に よ る臨床 分離 株 の感 受 性分 布

杉 浦 朗 ・高 山 保 ・城野 久 美 子

株式会社武田分析研究所*

(平成2年7月13日 受付 ・平成2年9月6日 受理)

抗 菌 薬 感 受 性 測 定 法 と し て 日本 化 学 療 法 学 会 で標 率 化 され た 微 韻 液 体 希 釈 法 に お い て,コ ン

ピュ ー ター 制 御 の 光度.ナ に よ る 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 判 定 す る半 自動 化 の シ ステ ム を,

栄 養 要 求 の き び し い 菌 種 に 対 し て 適 用 で き る 測 定 培 地 を 検 耐 し た 。strePtococcus pyogenes,

Streploeoceus pnelononiac,な ら び にHaemophilus ｉnfiuenzaeに 対 して 接 種 菌 用 お よ び 測 定 用

培 地 と し て,そ れ ぞ れBrain Heart Infusion液 体 培 地(BHI)と5%ウ マ 血消(HS)加Mueller-

Hinton液 体 培 地(MHB),ク ッ ク ド ミー ト培 地(CM)と,5%HS加Bm,な ら び にHemin

(X因 子,X),β-diphosphopyridine nucleotide(V因 子,V)添 加BHIと,X,V添 加BHI

を 使 用 し た と こ ろ,接 種 菌 は そ れ ぞ れ20時 間107～108cfu/mlの 生 菌数 を保 持 し,接 種 菌 量 の

調 整 が 容 易 に で き た 、 ま たMICは 寒 天 平 板 希 釈 法 の 標 準 法 と比 較 して,ampicillin(ABPC),

cefazolin (CEZ), cefotiam (CTM), cefmenoxime (CMX),お よ びgentamicin (GM)で は

60～100%の 一 致 率 が 得 られ た が,minocycline (MINO)で は 一 致 中 が 低 か っ た 。Branhamella

catarrhali5は,MHB中 菌 塊 が 発 生 し,接 種 菌 量 の 調 整 が し 難 か っ た が,振 と う 培 養 す る と

37℃,13～20時 間 均 一 な 接 種 菌 液 と し て の 生 菌 数 を保 持 で き た 。 しか し,Mg++25μg/mlと

Ca++50μg/ml添 加 し たMHBを 使 用 した微 量 液 体 希 釈 法 で は,マ イ ク ロプ レー トの 底 に 菌 塊

と な っ て 増 殖 し,自 動 化 の た め に は 不 充 分 で あ っ た。 これ らの 培 養 条 件 で1989年 度 の 臨 床 分 離

株 に つ い て 上 記 の6薬 剤 に 対 す る感 受 性 分 布 を 調 査 し た。

Key words:微 瞳液 体 希 釈 法, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Haemo-

philus influenzae, Branhamella catarrhalis

抗 菌薬 の 感受 性 測 定の ため に,日 本化 学 療 法 学 会 に お い

て寒 天平 板 希釈 法 に よる測 定法 が 標 準法 と して 設定 され1),

その 後2回 に渡 って 改訂 が 行 われ た鋤 。一 方,欧 米諸 国 で は

近 年 液体 希 釈法4)に よ る最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)の 測定 が

主 流 とな り,臨 床検 査 にお い て も広 く採 用 され,測 定 機 器 も

利 用 され てい る。 マ イ クロプ レー トを利 用 す る微 量液体 希

釈 法 は,製 品,機 器 の開 発 に伴 い,薬 剤,培 地 が 少量 で測定

で き経 済 的 で あ る こ と,ま た成 績 の信 頼性 も高 く迅速 性,操

作 が容 易 で あ る こ とか ら,日 本 で もそれ らの 利 用 者 が増 加

す るに つ れ,日 本 化学 療 法 学 会 で抗 菌薬 感 受 性 測 定 法検 討

委 員会 で検 討 され た結 果,微 鼠液 体希 釈 法 の 標 準 法 が 設定

さ れ た5)。しか し,寒 天平 板 標 準法 の 附4に 記 載 され た栄 養

要 求 の き び し い 菌 種 に つ い て は 触 れ ら れ て い な い。

National Commitee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS)で はpneumococciに2～5%溶 血 ウマ 血 液添 加

Mueller-Hinton液 体 培 地e)を 使 用す る こ と,ま たHaemo-

philus測 定 用 培 地7)の 試 み,そ の 培 地 のStreptococcus

Pneumonにaeへ の応 用8)な ど,こ れ らの 菌種 に つ いて も液 体

希釈 法用 の 培 地に つ い て検 討 は さ れ て い る。 我 々 も微 量 液

体 希釈 法 に よっ て,臨 床分 離 株 の抗 菌 薬 の 感 受 性 を測 定 し

て きた が,こ れ らの 栄 養要 求 の 厳 しい 菌種 な らび に呼 吸 器

感 染症 に急 増 して きたBranhamella catarrhalisに つ い て,

寒 天 平板 法 の 標 準 法 と比 較 してMIC値 に 大 き な変 動 が な

く,で き るだ け透 明 で,調 製 も容 易 な培 地 を検 討 した。前培

養 条件 を含 め,半 自動 化 を 日的 と した コン ピ ュー ター制 御

の 測 定 ン ス テム に適 用 で きる 方法 が 設定 で きた の で,培 養

条 件 な らび に 本 条 件 で測 定 した1989年 度 に 臨 床 か ら分 離

され た株 の 感受 性 分 布 を報告 す る。

I. 材 料 お よ び 方 法

1. 試 験 菌 株

* 大阪 市淀川 区十三本町2丁 目17番85号
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1987～1989年 に 京 都 第 二 赤 十 字 痛 院 泌 尿 器 科,県 立

広 島病 院 内 科,北 野 病 院 臨 床 検 査 部,お よ び福 岡 市 医

師 会 臨 床 検 査 セ ン ター の4施 設 で分 離 さ れ たStrepto-

coccus pyogenes 69株,Streptococcus pneumvniae 89

株,Haemophilus influemae 95株,Branhamella

catarrhalis 48株,な ら び に 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 よ り

分 譲 され たS. pneumoniae IID 553,IID 554,H. in-

fluenzae IID983, IID984を 使 用 した 。

2. 供 試 薬 剤

Ampicillin (ABPC,武 田 薬 品), cefazolin (CEZ,

藤 沢 薬 品),cefotiam (CTM,武 田 薬 品),cefmenoxime

(CMX,武 田 薬 品),gentamicin(GM,エ ッセ クス 日

本),minocycline(MINO,日 本 レ ダ リー)の6薬 剤 を

使 用 し た。

3. 培 地 お よ び 添 加 物

次 の 培 地 な ら び に 添 加 物 を 使 用 し た 。Mueller-

Hinton寒 天 培 地(MHA, Difco),Mueller-Hinton液

体 培 地(MHB, Difco),Brain Heart Infusion寒 天 培

地(BHA, Difco), Brain Heart Infusion液 体 培 地

(BHI, Difco),ク ッ ク ド ミー ト培 地(CM,日 水 製 薬)

Fildes消 化 血 液(Fildes Enrichment, FE, Difco),ウ

マ 血 液(HB,日 本 生 物 材 料 セ ン ター),ウ マ 血 清(HS,

M. A. Bioproducts),塩 化 マ グネ シ ウム(Mg++,和

光 純 薬,試 薬 特 級),塩 化 カ ル シ ウ ム(Ca骨,和 光 純

薬,試 薬 特 級),Hemin(X因 子,X,和 光 純 薬)β-

diphosphopyridine nucleotide (DPN,酵 母 製,V因

子,V,和 光 純 薬)

4. 増 殖 度 の 測 定

i) 濁 度 の 測 定

各 培 養 後 の 液 体 培 地 に つ い て フ ォ トメー ター(日 立

100-26型,600nm,光 路 長1cm)で,吸 光 度 を 測 定

した 。

ii) 生 菌 数 の 測 定

S. Pyogenesお よ びS. pneumoniOeはBHA,H. in-

fluenzaeは5%FE加MHA,B. catarrhalisはMHA

を使 用 し,混 釈 寒 天 平 板 法 ま た はSpiral System (Spi-

ral System Instruments Ltd.,グ ンゼ 産 業 販 売)に よ

っ て,37℃,24時 間 培 養 後,生 育 し た コ ロ ニ ー 数 を計

測 した 。 な お,S. Pyogenesの よ うに 透 明 コ ロニ ー の た

め,SpiralSystemの レー ザ ー コ ロ ニ ー カ ウ ン タ ー で

検 出 し に くい 菌 種 に 対 して は,0.1%MTT試 薬(3-(4,

5-dimethyl 2-thiazoyl)2,5-diphenyl 2Htetrazolium)

を培 養 後 の コ ロ ニ ー 上 に 噴 霧 し て 発 色 させ た 後 レー ザ

ー コ ロニ ー カ ウ ン ター で 計 測 し た。

5. 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)の 測 定

1) 寒 天 平 板 希 釈 法

日本化学療法学会標率法3)の剛4栄 養要求のきびし

い菌種のMIC測 定 に率 じて測定 した。抗菌薬は 市販

薬剤の表示 方価に基づ いて,1,000μg/mlの 滅 菌水溶

液を調製し,無 菌的にダイリューター((株)大日本精機)

を用いて滅菌水で2倍 希釈系列 を調製 した。接種菌液

は 下記の微量液体希釈法 と同 一の菌液について,測 定

用培地 としてS. pyogencsお よびS.pneumoniaeは5

%HB加MHA,H. influcnzaeは5%FE加

MHA, B. catarrhalisはMHAを 使川 し,接 種菌量106

cfu/mlを ミクロプランター(佐 久間製作所)で 約5μ1

ずつ スポッ ト接種 し,37℃,18～20時 間培養後,発 育

が阻止 された最小濃度をMICと した。

2) 微 量液体希釈法

i) 抗菌 薬の希釈法

市販薬剤の表示力価に基づいて,そ れぞれ以下に検

討 した感受性測定用液体培地で100(寒 天培地希釈法

との比較のためには,寒 天培地希釈法の標準法の濃度

を使用)ま たは128μg/mlの 溶液を調製 し,無 菌的に

ダイリュー ター((株)大 日本精機)に よって同 じ培地で

2倍 希釈系列 を調製した。

ii) 微 量 液体希釈プ レー トの調製

上記希釈系列 を96穴 マイクロプ レー トを使用す る

微量液体希釈法用装置MIC-2000(日 本 ダイナテック,

長 瀬産業販売)の ディスペ ンサーで100μlず つ分注

し,滅 菌済合成樹脂製袋に封入 し,-20℃ で予備凍結

後.80℃ に凍結保存 した。なお,本 保存法に よって希

釈薬剤は6か 月安定であることを確認 した。使用時こ

のマイクロプレー トを自然解凍 し,5時 間以内に使用

した。

iii) 接種 菌液の調製および接種

それぞれの菌種毎に以下に検討 した培地に,試 験菌

を1白 金耳接種 し,37℃,18～20時 間 培養 し,そ の1

mlを ゼ ラチン含有緩衝生理 食塩水(BSG)30mlに 加

えて106～107cfu/mlの 生 菌数に希釈 し,そ の全 量を

MIC-2000用 一槽接種 皿に入れた。これ をMIC-2000

の イ ノキュレー ターによって,微 量液体プレー トの各

ウェルに約1.5μ1ず つ接種 した。本操作による最終接

種菌量は104～105cfu/mlと な る。

iv) 培養

菌を接種 したプレー トは,最 上部をアル ミホイルで

おおい,培 養温度が均一になるように穴のあいた トレ

イに並べて35℃,18～20時 間培養 した。

v) 判 定法

菌の発育による濁度を,96穴 マ イクロプレー ト用光

度計(タ イターテック(R),マ ルチスキャンMCC,大 日

本製薬販売,620nmの フ ィルター使用)と パーソナル
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コンピュー ター(NEC,PC9801)に よ る解析鼓置を使

用 して測定 し,そ れぞれの培地の吸 光度によるリミツ

ト値を設定 することに よりMIC値 を得た。なお,測 定

時,コ ロムーの散在や スキップ現象,ま た,菌 の発育

以外にプレー トの傷や泡などによる吸 光度の誤測定を

防止す るため,測 定 ル ートを肉眼でチェックし,キ

ーボー ド人力による傍正機能 を付与した
。

II. 実 験 結 果

1. S. pyogcncs

1) 接種 菌の培養

本菌種はMHBで ほ107cfu/ml程 度 までしか増殖

しなか ったため,接 種菌の培養 として適当ではな く,

よ り増殖 しやす く,ま た18-22時 間ほぱ一定の生菌数

を保つことがで きる培地を検討 した。培地 としてBHI

を使用 した結果,37℃,18～22時 間培養後の4三菌数は

108～109cfu/m.と な り,充 分 な接種菌量を得 ることが

できた。

2) 感受性測定

臨床分離株24株 について,日 本化学療 法学会標準法

の附4に 記載 された5%HB加MHAと 微 量液体希

釈法の5%HS加MHBに よ るMICの 差 をTable1

に示 した。ABPC, CEZ, CTM,お よびCMXで は供試

菌株すべ てのMICが 一 致 し,GMで は1株 のみ2管

微量液体希釈法の方が感受性が高 くなった。MINOで

は 微量液体希釈法の方が感受性が高 くなる株が10株,

低 くなる株が1株 認め られた。

2. S. Pneumoniae

1) 接 種菌の培養

本菌種は 日本化学療法学会標準法の附4に 記載され

た5%,HB加MHB,な らびに5%FE加MIIB中37

℃培 餐で108～109cfu/mlま で増殖 可能 であったが,

最 大の増殖に近 する時間が1夜 以内であ り,そ の後,

生 菌数が定僧状態 を似つ時間が短 く,被 験時濁度は大

きいが生菌数が減少 しているものが 多かった。そこで,

MIC測 定 のために,18～22時 間 はぼ一定の生菌数 を

保つことができる培地 を検討した。臨床分離株14株 な

らぴにHD株2株 について1白 金塔を,BHIな らびに

間株保 有用培地のCM培 地5mlに 接種 し,37℃,15

お よび22時 間 培養後の吸 光度 と生菌数 をTable2に

小 した。

BHIで は,培 養15～22時 間 においていずれの株 も

濁度は高かったが,生 菌数でみると15時 間目に108～

109cfu/m}に 達 し,22時 間 目になると104cfu/mlに 減

少する株や,15時 間 目には1で に104cfu/ml以 下 に減

少する株がみられた。 一方,CMで は濁度は砥いが,さ

きの減少 した株 でも22時 間108程 度 の生菌数を保 ち,

一 定の接種菌量を得 ることができた,

2) 感受 性測定

臨壕分離株16株 について,測 定用培地 として5%

HS加MHBで 培 養 した とき,増 殖可能 な菌株 と不可

能な菌株がみられたのて,5%HS加BHIを 使用 した

ところ供試菌株すべ てが増殖 し,増 殖状態を光度計で

測定す ることができた。微量液体希釈法の培地として

5%HS加BHIを 使用 したときと,寒 天平極希釈法の

5%HB加MHAを 使 用 した と き のMICの 差 を

Table3に 示 した.供 試6薬 剤中CEZお よびCTMは

す べ てが,ABPCお よ びNIIN(,で は14株 が,ま た

CMXで は12株 が ±1管 以内に入ったが,GMで は9

Table 1. Comparison of broth microdilution to agar dilution MlCs

against 24 strains of Streptococcus pvogenes

Broth microdilution (BMD), 5% horse serum-supplemented Mueller-Hinton

broth

Agar dilution (AD), 5% horse blood-supplemented Mueller-Hinton agar
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Table 2. Growth of .trepto,occuN m0cu1i0,111,11' in brain heart infusion liroth

and cooked meat medium (CM) at 37•Ž for 15 and 22 h

Table 3. Comparison of broth microdilution to agar dilution MICs

against 16 strains of Streptococcus pneumoniae

Broth microdilution (BMD), 5•“ horse serum-supplemented brain heart infusion

broth

Agar dilution (AD), 5% horse blood-supplemented Mueller-Hinton agar
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株のみの一致 とな り,MINO以 外は微尉液休希釈法の

方が感受性が低 くなる傾向がみ られた。

3.H.infhue node

1)接 柿 菌の培養

本菌種は日本化学療法凄学会檀幣法の附 本に記載 され

た5%FE加MHB中37℃ 培 饗で107～108cfu/mlま

で増 殖可能であったが,消 化 血液中のHemin(X),

DPM(V)を 添 加す ることによっても同様に増殖可能

である7.9)。5％,FEに かえてMIIBにX,Vを それぞ

れ20μg/ml添 加(Xは10mgを 約3滴 の濃アンモー

ア水に溶解 し,精 製水10m1を 加 えた後,Vは10mg

を粘艘水10m1に 溶解後,そ れぞれ0.5μmメ ンプ ソ

ンフィルターでろ過滅菌し,所 要徽を高1主滅菌後冷却

した基礎培地に無菌的に添加)し た培地で増殖状態を

調べたが,供 試 した25株 の増殖状態はいずれ も不 良

で,感 受性測定用の接種 菌として使用できなかった。

そこで,基 礎培地 としてBHIを 使 用 し,X,Vの 必要

量を調べた。Vの1μg/mlに 対 してXを1～10μg/ml

添加 した培地中の臨床分離株18株 の増殖状態を,そ れ

ぞれの濁度 まで増殖 した株数で示 した(Fig.1)。 供 試

菌株によってXの 要求量が異なり,1μg/mlで も増殖

可能な菌株 もあったが,増 殖不良の株 もみ られ,7.5μg

/m1以 上 添加するといずれの菌株 も37℃,16時 間 で接

種菌 として用いることができる増殖状態を示 した。次

に,Xの10μg/m1に 対 してVを1,5,な らびに10μg

/m1添 加 してその増殖状態を調べたところ,5～10μg

/m1添 加 によっていずれも増殖が促進されたので,両

因 子ともに1(1μg/ml轟 加 す るこ と とした.X,V

各々1ま たは10μg/m1ず つ を添加 した培地中の生薗

数はTable4に 示 したとお り,両 因 子の要求鴛の少な

い7株 についても10μg/m1添 加陪 地中で37℃,15～

22時 閥接種菌 として使川できる生菌数 を保つ ことが

できた。

2)感 受性測定

臨床分離株25株 について,測 定川培地 として5%

Concn. of X factor pig,

Fig. 1. Effect of X-factor on growth of

Haemophilus influenzae in 1 ug/ml V-fac-

tor-supplemented brain heart infusion

broth; optical density-,<0.1;+, 0.1•`

0.5;+ +,>0.5

Table 4. Effect of concentration of X- and V-factors on growth of

Haemophilus influenzae in brain heart infusion broth
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FE加MHAを 使 用 した寒天平板希釈法 とX,Vお の

おの10μg/m1添 加BHIを 使 用 した微量液体希釈法

によるMICの 差 をTable5に 示 した。CEZで は 感受

性が高 くでる株が約1/3み られ,MINOも 一2管 以 主

の差になる株が11株(44%)認 め られたが,他 の4薬

剤では,21～23株(84%以 主)が 土1管 以内のMIC値

を示 した1,欠 にCEZ,MINOで 一 致串が低かったこと

が,基 礎培地 としてBHIを 使 用 したことに原因す るの

か を調べ るために,5%FEま た はX,Vを おのおの10

μ9/ml添 加 したBIIAに よ る寒 人三希釈法 と同BHIに

Table 5. Comparison of broth microdilution to agar dilution MICs

against 25 strains of Haemophilus influenzae

Broth microdilution (BMD), 10 ug/ml of X and V factor supplemented brain

heart infusion broth

Agar dilution (AD), 5% Fildes enrichment-supplemented Mueller Hinton agar

Table 6. Effect of media on broth microdilution to agar dilution MICs

against 23 strains of Haemophilus influenzae

Broth microdilution (BMD), 10 pg/ml of X and V factor-supplemented brain heart infusion broth (BHI+ XV 10)

Agar dilution (ADB), 5 % Fildes enrichment-supplemented brain heart infusion agar (BHA+5 % FE) or 10 pg/ml

of X and V factor-supplemented brain heart infusion agar (BHA +XV 10)

Agar dilution (AD), 5% Fildes enrichment-supplemented Mueller-Hinton agar
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よる微 量液休希釈法のMICを 比 較 した(Tl1ble6)。 伊

試した23株 中,CEZは 寒 大培地 ｒは,FE添 加,Xお

よ びV添 加 ともに2{}株 以1.が ±1管 以内に 人り,基

礎培地の差によって大きな頓響 はみ られなかめたが,

微 駄液体希釈法では,+1管 以 内に入る株が15株 まで

低 下し,寒 大培地 と液体培地に よる差がでる薬剤であ

った、MINOに つ いては寒天培地,微 鳳液体希釈法 と

もに口致度が低 く,寒 大または培地の種 類によって

MICに 影 響をうけやすい薬剤であった.

4.Ｂ.carrrhaalis

1) 接挿 菌の培養

本菌挿 についてMHB中 での増刷 大態を調べ た結,

果,37℃,静 嗣培養では増殖状態が不良な 上,菌 塊が

発生 し,接 挿菌川 として適 当な培養法 ではなかった。

そこで同培地に接種 し,試 験管振 とう機で振 とう培養

(6m/18/181,mm試 験 管使用)を 行った ところ,Table7

に 示 したとお り,37℃,13～20時 間均一な接種繭液と

しての生菌数を保持 できることが認め らわた.

2)感 受牲測定

臨床分離桝.12株 に ついて,MIIAを 使 用 した寒天培

地希釈法 と,MK料 を25μg/mlとCa口 を50μg/ml添

加 したMIIB十 使 用 した微婦液体 希釈法に よるMC

の 差をTabt8に 示 した.MINO以 外の5薬 剤ではい

ずれ も11株(92%)以 主が 致 した.MINOで は2株

が士1管 以内に人った以外2～3管 感受性が高 くな り,

一致度か低 くなった
.ま た,微 量液体希釈法の96穴 マ

Table 7. Growth of Brmiluntirlla catarrhalis by shaking culture in cation supplemented

Mueller Hinton broth at 37•Ž for 13 and 20 h

Table 8. Comparison of broth microdilution to agar dilution Mies

against 12 strains of Branhamella catarrhalis

Broth microdilution (BMD), Ca++, Mg++ supplemented Mueller- Hinton broth

Agar dilution (AD), Mueller-Hinton agar
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イクロプ レー ト培養において,マ イ クロブレー トの底

に菌塊となって増殖 し,光 度計で測定できず,肉 眼判

定の必要な株が存在した。

5.1989年 度の臨床分離株の感受性

前項で設定 した培養条件を用いて,微 量液体希釈法

に より1989年 度 に4施 設で分離 され た株について6

薬剤に対する感受性分布 を測定 した。

1)Stzeptococcus pyogenes

供 試 した45株 の6薬 剤に 対す る累横 百分率 をFig.

2に 示 した。炉 ラクタム系薬剤耐牲株はみあたらず,ペ

ニシリン系薬剤のABPCお よび第3世 代セブふム系

薬剤のCMXに 対 して,す べ ての供試繭株が≦0.016

μg/m1で 発育が阻止され,最 も高い感受牲 を示 した。

次いで第2世 代セフェム系薬剤のCTMに 高い感受性

を示し,供 試菌株の うち1株 がMICで0.13μg/mlを

示 した以外はすべて0.03μg/m1以 下 であった。次に第

1世 代セフェム系薬剤のCEZに 対 し,す べての供試菌

株が0.06μg/m1以 下 の感受性 を示 した。これらに対 し

ア ミノ配糖体系のGMに 対 してはMICで2～8μg/

ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin,

CTM: cefotiam, CMX: cefmenoxime,

GM: gentamicin, MINO: minocycline

Fig. 2. Cumulative susceptibilities of

45 strains of Streptococcus pyogenes

clinically isolated in 1989

mlに 分 布 し,β ラ ク タ ム 系 に 比 べ て 低 感 受 屑、を 示 し

た、,テ トラサ イ ク リ ン 系 のMINOにM4る 感 受 性 は,

O.83～2μ9/mlと,比 較 的 広 い 範 囲 に 分 布 し た。

2)Strptococccus pneunmoniac

供 試 し た75株 の6薬 剤 に 対 す る 累 積 白 分 率 をFig.

3に 承 した,,β-ラ ク タム 系 薬 剤 に 対 して は 比 較 的 蕩 い

感 受'1生を 小 した が,感 受'性 の ピー クは,ABPC,CEZ,

CTMお よ びCMXで そ れ ぞ れ,≦O.016,0.03,0.06お

よ び ≦0.016μg/m1で あ っ た,、一 方,GMとMINOに

対 し て は 比 較 的 低 感 受 骨 を示 し,GMで は(1.5～64μ9/

mlに 分 布 し,ピ ー ク は16～32μg/m1に あ り,MINO

で は025～64μ 只/m口 こ幅 広 く分 布 した 。

3)Haemopkilus influenzae

72株 供 試 し た結 果(Fig,4)か らみ る と,本 菌種 は

供 試 薬 剤 の う ちCMXに 最 も 高 い 感 受 性 を 示 し,1株

が0.06μg/mlのMICを 示 し た 以 外 は す べ て ≦0.016

μg/mlで 発 育 が 阻 止 さ れ た。 次 い で β-ラ ク タ ム 系 薬

剤 で は,ABPCに 対 して 高 感 受 性 を 示 し,以 下CTM,

CEZの 順 で,そ れ ぞ れ0.13,0.5お よ び2～4μg/mlに

ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin,

CTM: cefotiam, CMX: cefmenoxime,

GM: gentamicin, MINO: minocycline

Fig. 3. Cumulative susceptibilities of 75

strains of Streptococcus pneumoniae

clinically isolated in 1989
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ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin,

CTM: cefotiam, CMX: cefmenoxime,
GM: gentamicin, MINO: minocycline

Fig. 4. Cumulative susceptibilities of
72 strains of Haemophilus in-

fluenzae clinically isolated in 1989

感 受 性 の ピー クが 存 在 し た。供 試 菌72株 は,ABPCで

は ≦0.016～>128,CEZで は1～>128,　 CTMで は0.06

～>128μg/mlと 幅 広 く分 布 し た が,耐 性 株 の 頻 度 て

はCTMが 最 も小 さか っ た。　GMで は0.03～1μg/ml

に 分 布 し,感 受 性 の ピー クは0.25～0.5μg/mlに 存 在

した 。MINOで は ≦0.016～4μg/mlに 分 布 し,ピ ー ク

は1～2μg/mlで あ っ た。

4)ran加mella　 catarrhalis

供 試 した36株 の6薬 剤 に 対 す る 累 積 百 分 率 をFig

5に 示 し た。供 試 薬 剤 の う ち,GMに 最 も高 い 感 受 性 を

示 し,す べ て の 供 試 菌株 に 対 し て,MICは0.13μg/ml

以 下 で あ っ た 。 次 い で 第3世 代 セ フ ェ ム のCMXに 対

し て感 受 性 ピー クは0.5μg/mlで 高 い 感 受 性 を示 し,

1μg/ml以 下 で す べ て の 供 試 菌 株 の 発 育 が 阻 止 され た

CTMとMINOに 対 し て は ほ ぼ 同 等 の 感 受 性 を 示 し,

そ れ ぞ れ0.25～2,0.13～2μg/mlに 分 布 した 。 次 い て

ABPCとCEZで,こ れ ら の 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 は そ

れ ぞ れ,0.25～32お よび0.5～16μg/mlに 分 布 し た 。

ABPC: ampicillin, CEZ: cefazolin,

CTM: cefotiam, CMX: cefmenoxime,

GM: gentamicin, M1NO: minocycline

Fig. 5. Cumulative susceptibilities of

36 strains of Branhamella catarr-

halls clinically isolated in 1989

III.考 察

日本化学療法学会標 準法の微量液体希釈法9で,現

在測定用培地について述べ られていない栄養要求の厳

しい菌種についても,微 量液体希釈 法の利点である自

動化への対応を考える必要がある。MIC値 の 判定を光

度計を用いて,コ ンピュー ター制御によるシステム化

す るためには,そ れ らの菌種に対 して も,血 液などを

添加 した不透明な培地 ではなく,で きるだけ透明で調

製が容易な,ま た安定性の優れた培地が望 ましい、 ま

た,接 種用菌液の調製法 も標準法では,1夜 培養 した寒

天培地上の菌体 を滅菌生理 食塩液 で0.5 McFarand

(108cfu/ml)相 当に懸濁 して使用することになってい

るが,臨 床検査 などで菌の分離からただちに感受性測

定に移 る場合は標準法が便利であるが,多 数の純粋分

離された菌株の感受性 を測定す る場合は,寒 天平板希

釈法の標準法3)と 同様増菌用液体培地で前培養 し,生

菌数 を調製す る方法が効率的である。寒天平板希釈法

で血液またはFE加MH寒 天 を使用す るS.Pyogenes

S.pneumonise,な らびにH. influemae,ま たCation-
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supplemente dMHBで 増殖するが菌塊の生じや7すい

B.catarrhalisに つ いてそれぞれ,微 鳳液体希釈法の1`1

動 化 に対応で き,寒 天平板希釈法のMICと の 丹のな

い培地 を検討 した。

微量液体希釈法でこれ らの菌腫のための測定川培地

として,NCCLS6)で は,H.omfliemzaeに15μ9/mlの

bovine hematin(X因 子>,5mg/m1のyeast extract

お よび15μg/mlの β-NAD(V因 子)を 添加 した

MHB(HTM)を 提 唱 しているが,我 々の検討では

MHBを 基礎培地 とした とき,X,Vな らびにyeast

extractを 添加 して も増殖 しに くい菌株が認め られた。

一方
,BHIを 基礎培地 とし,X,Vの 必`時 辻を調べた

ところ,そ れぞれ10μg/mlを 添加すると容 ～ゐに増殖

し,ま た,接 種菌の培養用に用いても20時 間はほぼ一

定の生菌数 を保 ち,調 製法 も容易なので本培地を採用

することとした。MIC値 の 差をみると,寒 天培地希釈

法によるMICと の一致率が低いCEZ,MINO(56～64

%>の よ うな薬剤 もあったが,他 の4薬 剤では84%以

上 の一致率が得 られた。

S.Pvogenesは 比 較的栄養要求が厳 しくなく,MHB

で も増殖可能であったが,増 殖度が低 く,マ イクロプ

レー トでは光度計による計測が難 しかった。 これに5

%HSを 添加するといずれの分離株 も充分増殖 し,ま

た寒天平板希釈法 ともMINO以 外 はよ く一致 し,ほ と

んど問題な く微量液体希釈法に適用できる菌秤であっ

た。

次にs.pneumon如eはHBま た はFEを 添 加す る

と容易に増殖するが,増 殖速度が早い上,増 殖後死滅

しやす く,液 体培地 で前培養すると,濁 度は高いが生

菌数が少ない場合があった.菌 株保存用の培地CMに

接種すると,徐 々に増殖 し,感 受性測定に都合 よく接

種菌量を調節することがで きた。寒天平板希釈法にお

いても接種用菌液の培養時生菌数に注意が必要である。

測定用培地 として,Jorgensenら8)はS.Ein〃uenzae用

のHTMをS.pneumoniaeに 使 用す るこ とを報告 し

ているが,我 々が供試した菌株の中にはHTMで 増殖

し難い株が存在 した。 またS-pyogenes用 の5%HS

添加MHBで も増殖 を認めない株が存在 したので,基

礎培地をBHIと し,5%HSを 添 加す ると供試菌株す

べてが充分増殖 し,MICも 寒天平板希釈法 と比べて

MINO以 外 は大きな差がなかった。

8catarrhalisに つ いては,Cation-supplemented

MHBで 栄 養上の問題はなかったが,菌 塊を形成す る

ため,接 種菌液 として一定量の菌量に調節する際に繁

雑で,ま た不正確であった。 そのため,接 種菌の培養

時振 とう培養 を実施した ところ,い ずれ も一様な懸濁

液 と な り,作 業 性 が 著 し く向 上し た1,し か し,マ イ ク

ロプ レー ト川 の1眼llな 恢 と)培 饗 装 置 が 使 川 で き な か

っ た の で,現,MIC判 定 の た め に 光度 計 が 硬 川 で き

な い 株 が あ り,肉 眼 判 定 か 必 要rあ り,培 饗 ノf法 に つ

い て さ ら に検 詞 を 饗 る。

こ れ ら の 培 地 を使 川 し た と さ,調rrし た 菌種 別,薬

剤 別 の 寒 桝 及希 釈 法 と微 鼠 液 体 希 釈 法 の 一致 串(士

1管 以 内)は,&hvで 眼 生ノバ54.1～100%,鼠pmumnoniae

56.3-1000%,H.inf7uenzae56～92%,B.calarrglis

16～100%, ABPC84-101)%, CEZ64～100%, CTM

91～1間%, CMX75～100%, GM56.3～95.8%,

MINO16～87.5%で,い ず れ の 菌 種 で も一 致 率 が 低 い

の はMINOで あ り,こ れ は 日本 化 学 療 法 学 会 抗 菌 薬 感

受 性 測 定 検 討 委 員 会 中 間 報 告(1989年>でCation-supp-

IementedMHBで 増 殖 可 能 な6菌 種(K.pneumoniae,

SmnarcesCens,P,amginosa,Ｅ.cloacaeColi5.au-

reus)に つ い て 報 告 さ れ て い るの と同 様 な傾 向 で あ っ

た 。

抗 菌 薬 に 対 す る感 受 性 は,測 定 法,培 地 の 種 類 に よ

っ て 変 動 す るが,で き る 限 り,測 定 施 設 間 て 差 異の 少

な い 方 法 で 測 定 され る 必 要 が あ る.微 雛 液 体 希 釈 法 が

標 準 化 さ れ,ま た 測 定 用 の 薬 剤 か マ イ ク ロ プ レー トに

セ ッ トさ れ 凍 結 品 ま た は 凍 結 乾 燥 品 と し て 販 売 され る

よ うに な りつ つ あ る 現 在,自 動 化 へ の 対 応 を含 め て,

さ ら に 安 定 で 測 定 精 度 の 高 い 培 地 の 検 討 が 必 要 で あ る。
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ANTIMICROBIAL StISCEPTIBILITV TESTING OF TREPT(KOC'CUS

PYOGENES, STREPTOCoCCUS PNEUMONIA E, HAEMOPHILUS

INFLUENZAE AND BRANHAMELLA CATARRHALIS

BY THE BROTH MICRODILUTION METHOD

Akira Sugiura, Tamotsu Takayama and Kumiko Jono

Takeda Analytical Research Laboratories Ltd., 17 85, Jusohonmachi,
2-chome Yodogawa ku, Osaka 532, Japan

We studied optically clear, simple media for broth microdilution testing using the MIC-2000 system

(Dynatech Laboratories) with an auto-reader controlled by a personal computer. Streptococcus

pyogenes, Streptococcus Pneumoniae and Haeinophilus influenzae produced sufficient growth for
inoculum preparation in brain heart infusion broth (BHI), cooked meat medium (CM;, and hemin (X-
factor) and g-diphosphopyridine nucleotide (V-factor)-supplemented BHI, respectively, and the
viable cell counts remained unchanged for 15-22 hours. The MICs were determined in 5% horse
serum-supplemented Mueller-Hinton broth, 5 % horse serum-supplemented BHI, and X-and V-

factor-supplemented BHI for S. pyogenes, S. pneumoniae and H. influenzae, respectively. The MICs
of ampicillin (ABPC), cefazolin (CEZ) , cefotiam (CTM) , cefmenoxime (CMX) and gentamicin (GM)
determined in the aforementioned media by the broth microdilution method agreed approximately
with those determined by the standard agar dilution method recommended by Japan Chemotherapy

Society, though the MICs of minocycline(MINO) did not agree as well as those of the other
antibiotics. Branhamella catarrhalis produced pellets in cation-supplemented Mueller-Hinton broth in
static culture, but the cells were dispersed sufficiently for inoculum preparation in shaking culture,

and the viable cell counts remained unchanged for 13-20 hours, It was, however, difficult to
determine the MICs against B. catarrhalis by auto-reader, since this organism sometimes produced

pellets in the microplates for which there was no suitable shaking equipment. We investigated the
susceptibility distribution of the four kinds of bacteria clinically isolated in 1989 to the six antibiotics
mentioned above by the broth microdilution method.


