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抗菌性薬剤の3剤 併用 に関す る研究(IV)

三次元チェス盤法による3剤 併用効果のコンピューター解析

渡 辺 彰 ・北村 直人 ・大泉耕太郎 ・本田 芳宏

小野 玲子 ・徳 江 豊 ・庄 司 聡 ・本宮 雅吉

東北大学抗酸菌病研究所内科学部門'

(平成元年6月24日 憂付 ・平成元年12月20日 受理)

抗菌性薬剤の3剤 併用効果を解析する自的で提唱 した三次元チェス盤法に関 して,コ ンピュ

ー ター(PC-9801)を 用いて解析す る方法 を考案 した。Staphyloooccusouyeus10株,Esche,

ガckia coli17株,Klebsiella pngurnoniae20株,Semtia nzarcescens20株,Psaudononas

aerugelnosa20株 の計87株 を,MIC2000シ ステムによ り作成 したpiperacillin+amikacin+

minocyclineの 立体 的なチ ェス盤の系列 に接種 し,37℃,20時 間 培養後の成績 を今回作成 し

たプ ログラムにデー タ入力 し,三 次元グラフ上のVUS(xoiume underdlesurface)を 算 出

して菌種毎に比較すると共に,最 適 な組み合わせ濃度 を求めた。VUSindex(3剤 各々単独

使 用時に対す る併用時のVUSの 比=三 次元 グラフ上の体積比)が0.75未 満 を相乗作鳳

0.75～1.0を 部 分的相 乗作 用,1.0以 上 を拮 抗作 用 と定義 した。全87株 に対す るVUS

indexは ≦0.702で 相 乗作用 が認め られた。 菌種別ではS.aureusで ≦0.867,E.coliで ≦

0.679,K.pneurnoninで ≦0.578,S.nnmscensで ≦0.726.Paerug加osoで は ≦0,847で

あ った。 上 記の菌種 間 で見 られ た併用効 果の程度の差 異は,簡 便法 として提唱 したFIC2

indexに よる成績 と同様 であり,両 方法がいずれ も有用であることが確認された。
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抗菌性薬剤の3剤 併用効果の定量評価に関して我々は三

次元チェス盤法を考案し,そ の原理と応用についてすでに

報告1～3)して きた。特に,そ の応用については簡便評価法

を考案 したものの,原 理に関しては,2剤 併用時の二次元

平面上のAUC(area under the curve)に 相 当する三次

元グラフ上のVUS(volume under the surface)の 比較

という概念を提唱するにとどまった。今回,パ ーソナル ・

コンピューターを用いて計算プログラムを作成し,原 報で

提唱したVUSの 算出を実際に行なうと共に,新 たに考案

したVUSindexを 用いて比較 ・解析して,そ の有用性を

確認したので以下に報告する。

1.材 料 と 方 法

被検蔚株:前 報3)に おいて使用 した菌株の一部 を使

用 し た。 す なわ ち,Staphylococcus aureus10株,

Esckerickia coli17株,Klebsiella pmumoniae20株,

Serratia marcescens20株,Pseudomonas aeriginosa

20株 の計87株 である。いずれ も東北大学抗酸菌病研

究所付属病院および仙台厚生病院において得 られた,

主 に呼吸器由来の臨床分離保存株である。

抗菌性薬剤:Piperacillin(PIPC,以 下 同じ,富 山

化学工業株式会社 より供与),amikacin(AMK以 下

同 じ,萬 有 製薬 株 式会 社 よ り供与)お よびmim.

cycline(MINO,以 下 同 じ,日 本レダ リー株式会杜よ

り供与)の3剤 を使用 した。

抗菌力測定:ダ イナテックMIC2000シ ステムによ

る微量液体培地希釈 法を用いたが,詳 細は前報3)に述

べた。この方法で得 られる成績は日本化学療法学会標

準法4)に よる成績 とほぼ相関す る鋤 ことが知 られてい

る。

薬剤の組 み合 わせ 方 と実験 方法:前 報3)に準 じて

PIPC+AMK+MINOの 立 体的 なチェス盤プレート

の系列 を作成 した。す なわち,PIPC+AMKの2剤

併用のチェス盤プレー トを多数枚作成 しておき,こ れ

にMINOの4倍 希釈系列 を低 濃度か ら順に0,0名

0.78,3.13μ9/mlを 加 えて立体的なチェス盤プレー

トとした。 なお,PIPCの 濃度は倍数希釈系列で低濃

度か ら順に0,0.39,0.78… …100,200,400μg/ml.

AMKは 同 様に0,0.1,0.2… …25,50,100μg/ml

*仙台市青葉区星陵町4番1号



VOL.38 NO.4 3剤 併用IV.三 次元チェス盤法のパソコン解析 325

Table 1. The VUS (volume under the surface) index was calculated by

the three-dimensional checkerboard method to evaluate the

in vitro combined effect of three antimicrobial agents

Table 2. Mean VUS indices of a combination of piperacillin,

amikacin and minocycline against clinical isolates

とした。このプレー トの各 ウエルに,前 記87株 の一

夜培養菌液を10倍 希釈 し,そ の0.0015mlを 接種 し

た。37℃,20時 間 培養後に各 ウエル内の混濁 を肉眼的

に判定 してMICを 決 定 した。

3剤 併用効果の判定基準:前 報1)に示 した概念に従

って規定 した。 すなわち,3薬 剤 を各々単独使用 し

たと仮定して想定される抗菌域は三次元 グラフ上の直

方体(内 部が生菌域,外 部が抗菌域)に よって示され

る。これに対し,実 際に3剤 を併用 した ときに生菌域

として得 られ る三 次 元 グラ フ上 の凹 面下 の体積

(VUS)が 実験 より得 られるが,さ きの単独使用時の

直方体の体積に対する3剤 併用時の凹面下の体積の比

をVUSindexと 定義 した。その上で,Table1に 示

すようにVUSindexが0.75未 満 を相乗作用,0.75

以上 で1.0未 満 を部分的相乗作用,1.0を 不 関,1.0

以上 を拮抗作用 とする判定基準 を設定 した。なお,今

回の検討では濃度段階の設定数が少な くてデー タ数に

乏しいため,VUS indexや それを算定す る基 となる

数値が不等号付 きの形で呈示 されている。

プログラムの作成:パ ーソナル ・コンピューターを

使用して以下の計算処理 を行なうプログラムを作成 し

た。詳細は略す るが,NECPC-9801シ ステム(日

本電気株式会社)を 用い,三 次元グラフ上に表示され

た生菌域の体積 を計算すると共にVUSindexを 算 出

し,ま た,そ の図形上で基準点からの距離が最小 とな

る組み合わせの座標 を求め る計算プログラムを作成 し

た。

データの入力と出力:実 験の結果得 られた1株 毎の

チェス盤プレー ト上の成績 を,上 記のプログラムにデ

ータ入力 した。すべてのデータを入力 ・固定後,計 算

処理を行なって1株 毎に成績 として出力した。出力 さ

れた成績は,単 独薬剤毎のMIC,VUS index,基 準点

からの最短距離の3剤 組み合わせの濃度および生菌域

を示す実際の図形が,正 の象限上で各軸 より等距離の

軸上か ら傭轍 した構 図でコンピューターのディスプレ

イ上に表示 され,か つプ リン トアウ トが可能である。

II. 成 績

全 株 に 対す るVUSindexお よ び菌種毎 のVUS

indexをTable2に 示 した。全87株 に対す るVUS

indexは ≦0.702で あ り,PIPC+AMK+MINOの3

剤併用が相乗作用を示すことが知 られた。また,菌 種

別 のVUSindexはS.mrmsに 対 して≦0.867,E-
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Strain: K. pneumoniae No.8

MICA -12.5 ƒÊg/mI

MICa=0.78 ƒÊg/mi

MICc 23.13 ƒÊg/ml

VUS index S52/96

=0.541667

Optimum combination

PIMA, :0.39pg/ml

AM1Gon :0.1pg/ml

MINO ci : 3.13pg/ml

Fig. 1. Display of the combined effect on Klebsiella pneumoniae No.8

Strain: S. marcescens No.1

MICA =1.56 ƒÊg/ml

MICa=0.39 ƒÊg/ml

MICc? 3.13 ƒÊg/ml

VUS indexS21/36

=0.583333

Optimum combination

PIPCou :0.39pg/ml

AMK an :0.1 pg/ml

MINO1c) : 3.13pg/ml

Fig. 2. Display of the combined effect on Serratia marcescens No.1

Strain: S. marcescens No.8

MICA=25 ƒÊg/ml

MICa=3.13ƒÊg/ml

MICc 23.13 ƒÊg/ml

VUS indexS124/192

=0.645833

Optimum combination

PIPC(A): 1.56ƒÊg/ml

AMKon: 0.39ƒÊg/ml

MINOwc): 3.13ƒÊg/ml

Fig. 3. Display of the combined effect on Serratia marcescens No.8

coliで ≦0.679,K-pneummiaeで ≦0.578,S.mar.

cescensで ≦0.726,P. aeruginosaで ≦0.847で あ り,

特 に 腸 内 細 菌 科 の 菌 種 に対 して 明 確 な 相 乗 作 用 が 認 め

ら れ た 。

Fig.1か らFig.3に は,1株 毎 の 成 績 の 一部 を示

し た が,コ ン ピ ュ ー タ ー の デ ィ ス プ レ イ上 には これと

ほ ぼ 同 様 の 画 面 が 表 示 さ れ る。Fig.1はK. pnmmo-

niaeNo.8の 成 績 で あ る が,三 次 元 グ ラ フ上 のX軸 は
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PIPCの 濃 度,Y軸 はAMKの 濃 度,Z軸 はMINO

の濃 度を表 し,こ の株 ではそれぞれのMICが12.5

μg/ml,0.78μg/ml,≧3.13μg/mlで あ ることを示

している。そして,実 際に得 られる生菌域は図示され

た直方体の重 なりとして表示 されてお り,そ の際の

VUS indexが ≦52/96=0.541667で あ ることを示 し

ている。また,基 準点か らの距離が最小 となる最適の

組み合わせのPIPC,AMKお よびMINOの 濃 度が,

それぞれ0.39μg/ml,0.1μg/ml,3.13μg/mlで あ

ることが示 されてい る。Fig.2で は,S.mmsms

No.1に つ いて同様の成績が示 されている。 またFig.

3で は,S.mrcescens No.8に つ いて同様 の成績 と

共に,一 部に突出した拮抗作用を示す三次元の図形が

示されている。

III. 考 察

我々は,抗 菌性薬剤併用の最大の適応は悪性新生物

を保有するような場合の併発感染症 であ り,基 礎に悪

性新生物 を保有 しない,い わゆる原発性感染症での適

応は少ないことをすでに報告 して きた7樽10)。これ らの

研究を通して,臨 床におけ る併用療法の機会 自体は比

較的少ないものの,厳 密 な病態の把握 と診断により適

応を決定して併用療法 を施行することにより。高い有

効率を挙げ得るこ とを確認 してきた。 さらに,肺 癌二

次感染例に対 しては,β-ラ クタム系抗生物質 とア ミ

ノは配糖体系抗生物質の2剤 併用 もさることなが ら,

それらにさらにテ トラサイクリン系抗生物質 を加えた

3剤 併用の有効率が有意に高いことを確認 ・報告 して

きた8～10)。以上の成績を受けて,こ れ ら3系 統間の併

用効果の作用機序に関 しても検討 を加える必要がある

と考えるが,一 方で3剤 併用効果の定量評価に関 して

も有用な方法論 を確立すべ きであると考 えてきた。 そ

の一端 として,我 々は三次元チェス盤法を考案 し,そ

の原理 と応用についてすでに報告圃 してきた。その

応用 につ い ては,配 合 剤の評 価 に適 用す るECE

index2)や3剤 等量併用時に適用す るFIC3 index3)等 に

よる簡便評価法 を考案 したものの,原 理に関 しては三

次元グラフ上のVUS(Xolume underthe surface)

の比較 という概念を提唱するに とどまった1)。

今回,上 記概念を実証する方法論 を確立することを

目的として,パ ー ソナル ・コンピューターを用いた計

算プログラムを作成 し,原 報9で 提唱 したVUSの 算

出を実際に行なうと共に,VUSの 定量比較のために

新たに考案 したVUSindexを 用 いて比較 ・解析 した。

今回得 られた成績は,こ の方法論の有用性 を裏付ける

ものであった。 と言える。すなわちコンピューター を

用いる今回の方法により,生 菌域を示す三次元グラフ

上 の図 形の体積(VUS)の 算 出 しその比較,VUS

indexの 算 出および最適な薬剤組み合わせ濃度の決定

が簡単に行ない得た。また,生 菌域を示す三次元図形

が実際に コンピューター画面上にディスプ レイされる

ため,任 意の3薬 剤の組み合わせで実際に菌の発育が

阻止 され るか否か,が 直接に読み取れる利点を有す

る。 た とえば,Fig.1のK.pnmmoniae No,8に 関

する成績を見ると,PIPCO.39μg/ml,AMKO.1μg

/mlお よびMINO3.13μg/mlの3薬 剤濃度では,

それ らのいずれの2剤 を互いに併用 した として も菌の

発育は阻止 し得ないのに対 し,こ れ ら3剤 を同時に併

用 した時に初めて菌の発育が阻止されることが示され

てい る。Fig2のSmmscemNo,1に お いて も,

PIPC0.39μg/ml,AMKO.1μg/mlお よびMINO

3.13μg/mlの3薬 剤濃度では,同 様にそれらのいず

れの2剤 を互いに併用 した としても菌の発育は阻止し

得ないの対 し,こ れら3剤 を同時に併用 して初めて発

育が阻止されることが示されている。また,こ のよう

な3剤 併用による発育阻止効果は,Table1の 成 績に

示されるごとく菌種別に異なってお り,菌 種毎の3剤

併用の適応の大小 も簡単に求め るこ とが可能であっ

た。 さらに,こ の菌種別の成績は,さ きに我々が簡便

法 として提 唱 したFIC3indexに よる成績3)とほぼ一

致 してお り,こ れらの2つ の方法の有用性がそれぞれ

実証 されたものと言えよう。

ところで,Fig.3のS.mmscmsNo.8に お いて

は,3剤 同時併用の相乗的な効果 と共に,MINOの

低 濃度添加時に逆に菌の発育が助長される拮抗作用が

一部に見 られ,し か もこの拮抗作用は特にPIPCと

MINOの 併 用間に際立 っていた。 このよ うな拮抗作

用の発現は今 回の例 でも極めて少数株に とどまった

が,我 々の以前の検討 でも同様の成績が得 られてい

る。す なわち,MINOとdibekacin (DKB)H)あ るい

はANKn)と の併用,と い うテ トラサイクリン系抗生

物質 とア ミノ配糖体 系抗生物質相互 よ りも,MINO

とsulbenicillin(SBPC)の 併 用11),と い うテ トラサ

イクリン系抗生物質 とペニシリン系抗生物質の併用間

に拮抗作用が少数 なが ら見 られた。JAW£TZ13～15)が述

べた殺菌的抗生物質 と静菌的抗生物質 との併用では拮

抗作用が見られる,と いう概念を一部裏付け るもの と

も言える。 しか しながら我々の実験で発現 した拮抗作

用の程度は極めて軽度であ り,む しろ相乗作用の発現

の程度が極めて大であるので,臨 床的な使用に際 して

は相乗作用が大 き く発現 して,拮 抗作用の発現は無視

し得 る程度であろうことが推察される。

今 回の研究では,PIPCとAMKに つ いては2倍 希
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釈系列 とし,一 方,MINOは4倍 希釈系列 として濃

度上限を3.13μg/mlと す る変則的 な検討 方法を採用

した。 このため,VUS indexの 算定の際に分羅 とな

る直 方体 の体 積が 不等 号付 きの数 仙 で 人現 され,

VUS indexも それ と逆の 不等号付 きの形 で表現 され

ることになってしまった.し たが って,今 回得 られた

VUS indexを 用 いての比較には一定の制限が加わる

こととなる、 これは,今 回の研究の1題 があ くまで

も,3次 元チェス盤法 として提唱 したVUSを は じめ

とす る諸概念に関 してコンピュー ター解析 を行なっ

て,そ の方法論の有用性を実甜することにあるためで

ある.す なわちサンプル数を絞って検肘 を行なったた

め であ る。 これに関 しては。作業量が増大す るもの

の,サ ンプル数 を増大させ て定型的な形での検討を加

え,我 々の提唱 した方法の有用性をさらに実訟する必

要があろう.

さて,2剤 併 用効果の評価に現在多く用いられてい

るFICindex7,16.17)は,2つ の 併用薬剤のある組み合

わせ濃度の一点のみに関する成績であって,併 用効果

の全体像を表現す るものではな く,ま た,そ の成績は

単なる相対比較にとどまって絶対的な定量評価は行 な

い得ない。 したがって,併 用効果の全体像 を適確に表

現す ると共に,定 量比較 を行ない得 る方法論が必要で

あるが,そ の意味 で,我 々の提唱 してきた三次元チェ

ス盤法は優れた方法論 と言えよう。すなわちAUCや

VUSの 比較 お よびECE indexの 比較 という方法,

さ らに,VUS indexお よび最適な濃度の組み合わせ

を簡便に求め ることの可能な今 回の方法が それであ

り,こ れ までに実証 してきたごとく有用なもの と言え

る。 さらに,こ の三次元 グラフは絶対値で表現される

ので,そ のグラフ上に各薬剤の血中濃度や病巣内濃度

を外挿 して重ね合わせれば具体的な適応範囲が さらに

求め易 くな り,よ り臨床的な応用が期待できるもの と

思われる。 ところで,今 回の方法では,実 騨を行なっ

た後,そ のデータを計算プログラムに入力するまでの

作業に関しては省力化されていないが,デ ータ入力後

の成績の出力に関 しては省力化 されてお り,そ の操作

は容易であった、今後は実験その もの と入力作業の省

力化が課題であろう。

なお,我 々は抗菌力の測定に関 しては以前から微量

液体培地希釈法を使用 してお り,こ の方法で得られる

成績が 日本化学療法学会標準法(寒 天平板法)に よる

成績 とほぼ相関することも報告 している5)。ただ し,

S.mmusに つ いては微量液体培地希釈法 と寒天平板

法との間で差があるともされてお り,併 用時,特 に今

回の検討の ような3剤 併用時に解離が大 きくならない

かどうかについて検討すべきであるが,今 回の研究の

主題 とは若干離れているので,別 途検討すべき問題で

あると考える、

以上,抗 歯性薬剤の3剤 併用効果を解析 ・評価する

目的で提唱 した三次元チェス盤法に関 して,コ ンピュ

ー ターを用いて検討する方法 を考案 し,そ の有用性を

確 認 したが,多 科 類の多剤併用に関 して,こ れまで

我々の提唱 してきた種々の応用法 を組み合わせること

により適応の決定が容易とな り,よ り有用性の高い併

用療法 を選択することが可能になると考える。また,

今 回の 方法は抗菌性薬剤のみ ならず。抗癌剤や消炎鎮

痛剤,降 圧剤その他の,現 実に 多剤併用が行なわれて

い る事例 の解析に関 して も実際的 な応用が可能であ

る,と 考える.

なお,本 論文の要 旨は第37回 日本化学療法学会総

会(1989年5月,東 京)に おいて発表 した。

文 献

1) 渡 辺 彰, 大 泉 耕 太 郎, 今 野 淳: 抗 菌性 薬剤の

3剤 併 用 に 関 す る研 究 (1), 三 次 元チ ェス盤法に

よ る3剤 併 用 効 果 の定 量 評 価 の 試 み. Chemothe.

rapy 36: 613～616, 1988

2) 渡 辺 彰, 大 泉 耕 太 郎, 今 野 淳 二抗 菌性 薬剤の

3剤 併 用 に 関 す る 研 究 (II), Sulbactamの 添加

に よ るcefoperazoneとamikacinのin vitro併用

効 果 の 増 強.Chemotherapy 36:732～737,1988

3) 渡 辺 彰, 大 泉 耕 太 郎, 今 野 淳: 抗 菌性 薬剤の

3剤 併 用 に 関 す る研 究 (III), β-ラ クタム系 とア

ミ ッ配 塘 体 系 お よ び テ トラサ イ ク リン系薬剤間の

3剤 併 用 効 果.Chemotherapy 36: 738～742,

1988

4) 日本 化 学 療 法 学 会: 最 小 発育 阻 止濃 度IMICl測

定 法 再 改 訂 に つ い て。Chemotherapy 29:76～

79, 1981

5) 佐 々 木 昌 子, 大 泉 耕 太 既 渡 辺 彰, 青沼清一,

大 沼 菊 夫,今 野 淳:ブ ドウ球 菌,グ ラム陰性桿

菌 に 対 す るDynatech MIC 2000 Systemお よび化

学 療 法 学 会 標 準 法 (HI培 地 お よ 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。

Chemotherapy 32:10～20, 1984

6) 角 井 徹, 中 野 博, 世 古 昭 三, 桝 知果 夫, 畑

地 康 介, 仁 平 博 巳: MIC 2000シ ス テ ムに よる

MIC測 定 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 。Chemotherapy33: 537～

543, 1985

7) 今 野 淳, 本 宮 雅 吉, 大 泉 耕 太郎, 佐 々木 昌子,

渡 辺 彰, 青 沼 清 一, 大 沼 菊 夫: 抗 生物質の併用

に 関 す る 研 究-β-1actam剤 とア ミノ配 糖体の併

用 一。 日本 医 事新能報No.2978: 26～31, 1981

8) 渡 辺 彰: 抗 生物 質 併 用 の適 応 と組み合 わせかた。

Medical Practice3: 990～995,1986

9) 今 野 淳, 渡 辺 彰 二悪 性 腫 瘍 患者 と感染一肺癌



VOL.38 NO.4 3剤 併 用IV.三 次元チェス盤法のパソコン解析 329

二 次 感 染 を 中 心 に-。 最 新 医 学42: 1139～

1145, 1987

10) 渡 辺 彰: 抗 菌 性 薬 剤 の3剤 併 用 に 関 す る研 究 。

抗酸 菌 病 研 究所 雑 誌40: 253～269, 1988

11) 渡 辺 彰, 佐 々 木 昌 子, 大 泉耕 太 郎, 今 野 淳:

MinocyclineとDibekacinあ るい はSulbenicillin

との 臨 床 分 離 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 に 対 す るin vitro)併

用 効 果 に つ い て 。Chemotherapy 28:594～604,

1980

12) 渡 辺 彰, 佐 々 木 昌 子, 青 沼 清 一, 大 泉 耕 太 郎,

今 野 淳: 臨 床 分 離 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 に 対 す る

minocyclineとamikacinのin vitro併 用 効 果。

Chemotherapy 30: 308•`314, 1982

13) JAWETZ E, GUNNISON J B, COLEMAN V R: The

combined action of penicillin with strepto-

mycin or chloromycetin on Enterococci in vitro.

Science in: 254•`256, 1950

14) JAWETZ E, GUNNISON J B, SPECK R 5: Antibiotic

synergism and antagonism. N. E. J. M. 245:

966•`968, 1951

15) J AWETZ E, GUNNISON J B,: Studies on antibiotic

synergism and antagonism: A scheme of com-

bined antibiotic action. Antibiotics and chemo-

therapy 11: 243•`248, 1952

16) P EREA E J, NOGALES M C, A ZNAR J, M ARTIN E,

I GLESIAS M C: Synergy between cefotaxime,

cefsulodin, azlocillin, mezlocillin and amino-

glycosides against carbenicillin resistant or

sensitive Pseudomonas aeruginosa. J. Anti-

microb. Chemother. 6: 471•`477, 1980

17) 青 沼 清 一, 大 沼 菊 夫, 渡 辺 彰, 佐 々 木 昌子, 大

泉 耕 太郎, 今 野 淳: 抗 生 物 質 の 併 用 に 関す る研

究 (1), 臨 床 分 離 緑 膿 菌 に対 す るpiperacillin,

ticarcillinとdibekacinと のin-vitro併 用効 果 に

関 す る 実 験 的 考 察 。Chemotherapy 30: 149～

153, 1982

COMBINATIONS OF THREE ANTIMICROBIAL AGENTS (IV)

THE IN VITRO COMBINED EFFECT OF THREE ANTIMICROBIAL AGENTS
ANALYZED BY THE THREE-DIMENSIONAL CHECKERBOARD METHOD

USING A PERSONAL-COMPUTER SYSTEM

AKIRA WATANABE, NAOTO KITAMURA, KOTARO OIZUMI, YOSHIHIRO HONDA,

REIKO ONO, YUTAKA TOKUE, SATORU SHOJI and MASAKICHI MOTOMIYA

Department of Internal Medicine, Research Institute for Chest Diseases and Cancer,

Tohoku University, Seiryomachi 4-1, Aoba-ku, Sendai 980, Japan

We have devised a new method for the analysis of the in vitro combined effect of three
antimicrobial agents by using the three-dimensional checkerboard method as reported by us
previously, in which a new program designed by us for a personal computer system (NEC P
-9801, Nihon-Denki Co. Ltd., Japan) was applied. 1.5x 10-4m1 of an overnight culture of 87
strains consisting of 10 strains of Staphylococcus aureus, 17 of Escherichia coli and 20 each of
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens and Pseudomonas aeruginosa were inoculated into the
microtiter plates containing varying concentrations of piperacillin (PIPC), amikacin (AMK) and
minocycline (MINO) which were prepared by the MIC 2000 system based on the three
-dimensional checkerboard method . The MIC values were input into the program after 20 hours'
incubation at 37t, and then VUS (volume under the surface) values, VUS index and optimum
combinations of three agents were calculated for each strain and species. A VUS index of less
than 0.75 was evaluated as" synergism", one between 0.75 and 1.0 as"partial synergism". The
effect of combination as"indifference" when the VUS index was 1. 0 and as"antagonism" when
it was more than 1.0. The combination of the three agents was found to be synergistic against all
the species as shown by a mean VUS index of 0.702. The mean VUS index for each species was
0.867 against S. aureus, less than 0.679 against E. coli, 0.578 against K. pneumoniae, 0.726
against S. marcescens and 0.847 against P. aeruginosa. We conclude from the above results that
the computer-aided three-dimensional checkerboard method is useful for the analysis of the in
vitro combined effect of three antimicrobial agents.


