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寒天平板希釈法 を用いたカ ンジダ属に対 するア ンホテ リシンB,

フル シ トシンの感受性測定 に関す る基礎的検討

山 田 洋 ・河 野 茂 ・前崎 繁文 ・安 岡 彰

賀来 満夫 ・古賀 宏延 ・原 耕 平

長崎大学第二内科*

(平成3年1月24日 受付 ・平成3年3月20日 受理)

カ ンジダ属 に対 す る薬 剤感 受性 試験 に おけ る,適 切 な測定 条件 お よび測定値 の再 現性 や培 地

の保存性 な どについ て基 礎 的検 討 を加 えた。 あわ せ て,当 科 の臨 床 分離 カ ン ジダ属76株 を対

象 に感 受性測 定 を行 った。 対象薬 剤 として はア ンホ テ リシ ンB(AMPH-B)と フル シ トシン

(5-FC)を,測 定 用培 地 として はphosphate buffered saline(pH 7.0)に より溶 解 したYeast

morphology agar(YMA)を,対 照 と してSabouraud dextroseagar(SDA)を 使 用 し,寒

天平板 希釈法 にて測定 した。

1. 測定 条件

(1) 接 種 菌量:マ ル チ ポ イ ン トイ ノキ ュ レー タ を用 い て接種 す る際 の菌 液 濃 度 は1×106

CFU/mlが 適 当 と考 え られ た。1×105CFU/mlで は 一 部 の 株 の 発 育 が不 良 で あ り,1×107

CFU/mlで は全体 にMIC値 が高 く,か つ菌株 間の差 が出 に くい傾向 がみ られ た。

(2) 培 養温度:30℃ が適 当 と考 え られ た。37℃ ではMIC値 が一 様 に高 く,30℃ に比 し菌

株間 の差が 出 に くい傾 向が み られた。

(3) 判 定時 間:48時 間 が適切 と考 え られ た。24時 間 で は一部 の 菌株 が 発育 不 良 で,72時

間で は同様 に,菌 株間 の差 が出 に くか った。

2. 上 記 条 件 でYMAを 用 い て測 定 した 臨 床 分 離 株 のMICは, AMPH-Bで0.1～1.56

μg/ml, 5-FCで0.1～50μg/mlで あ っ た。SDAを 用 い た測 定 で は,AMPH-Bに っ い て は

YMAと ほぼ同等 の成績 が得 られ たが, 5-FCで は従来 の報 告 と同様 に著 明 な拮抗 作 用が認 め

られ た。

3. 上記 方法 で計3回 測 定 したMIC値 は,全 株 に おい て差 は1管 以 内で あ り,再 現 性 は き

わめ て良好 で あっ た。

4. 測定用 培地 の保 存 は,作 成 後,遮 光 下,4℃ の条件 下 に おい て,AMPH-Bで14日 間,

5-FCで 少 な くとも28日 間可 能 であ った。

5. 本 法 は寒天1枚 あ た り27株 の感 受 性測 定 が可 能 であ る ため,効 率 的で あ る と考 え られ

た。
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近年の深在性真菌症の増加に伴 い,迅 速 かつ簡便で効率

的な抗真菌剤の感受性測定法の確立が望 まれている。一般

抗生剤の場合 と異なって,抗 真菌剤においてはいまだ標準

的な感受性試験法 は確立 されておらず,治 療面での障害の

1つ となっている。今回著者 らは,当 科 にて分離同定 され

たカンジダ属を用い,臨 床的に効率が優れ た寒天平板希釈

法による感受性試験法 の基礎的検討を行 った。

I. 材 料 と 方 法

1. 対 象 薬 剤

Amphotericin B (AMPH-B)お よ びflucytosine

(5-FC)に つ き 検 討 し た。AMPH-B (Lot No.

29670)は ブ リス トル マ イ ヤ ー ズ ・ス クイ ブ社 よ り,5

-FC(Lot No .A 339423)は 日本 ロ シ ュ社 よ り分 与 さ

れ た 。

*  長崎市坂本町7-1
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2. 対 象菌株

1988年 か ら1990年 にか け,長 崎 大学第 二 内科 にお

いて分 離同定 され,保 存 され てい たカ ンジダ属5菌 種

76株 を対 象 と し た。 内 訳 は,Candida albicans 46

株,Gandida glabrata 10株, Candida tropicalis 8株,

Candida parapsilosis 6株, Candida krusei 6株 で あ

っ た。 菌株 は,あ らか じめpotato dextrose agar

(Difco)上 で30℃ で48時 間,前 培養 した後,試 験 に

供 した。

3. 測定用 培地

1/15 M phosphate buffered saline(pH 7.0,ヤ ト

ロ ン)に よ り溶 解 し たyeast morphology agar

(Difco,以 下YMA),お よび対 照 としてSabouraud

dextrose agar(Difco,以 下SDA)に,100倍 濃度 に

な るよ う作成 した薬 液 を1%の 割 合 で混合 し,終 濃 度

が0.0125μg/mlか ら100μg/mlま での段階 濃度 薬 剤

お よび薬 剤 無 添加 コ ン トロー ル の,一 薬 剤 あ た り計

15枚 の寒 天培 地 を作 成 した。温 度 に よ る薬剤 の失 活

を防 ぐため,培 地 を50℃ まで 冷却 した後,培 地 と薬

液 を混合 した。培 地 は作成 後,密 閉 し,4℃ の暗 室 内

で保 存 した。 な お,薬 剤 の 溶 解 な らび に希 釈 に は,

AMPH-Bで はdimethyl sulfoxide(和 光 純 薬)を,

5-FCで は滅菌蒸 留水 を用 いた。

4. 菌 の接種 お よび培 養条 件

被 検菌 は前述 の ご と く前培 養 した後,0.1% Tween

80(第 一 化 学 薬 品)加 滅 菌 生 食 水 にsuspendし,計

算盤 を用 いて,1×105CFU/ml, 1×106CFU/ml, 1×

107CFU/mlの3濃 度 の菌 液 に それ ぞれ調 製 し,同 時

に定 量培 養 によ り確認 した。 これ らの菌 液 を,マ ル チ

ポ イ ン トイ ノキュ レー タ(佐 久間製 作所製)を 用 いて

寒 天 培 地 上 に 接 種 し た。培 養 温 度 は30℃ お よ び

37℃,培 養 時 間 は24時 間,48時 間 お よ び72時 間 と

した。 上 記 の測 定 条件 の検 討 に は,C. albicansよ り

4株 を,他 の菌種 か らは2株 ずつ の計12株 を無作 為

に選択 し実験 に供 した。

5. MICの 判 定

判定 は肉眼 的 に行 い,コ ン トロール の発 育が充 分 で

あ るこ とを確 認 した後,明 瞭 な集落 の発育 が認 め られ

な い最 小 濃 度 をMICと し た。 一 般 細 菌 に お け る場

合1)と 同 様 に,数 個 の集落 のみ の場 合 はvariantと 解

釈 して発 育阻 止 とみな した。

6. 再 現性 の検討

対 象 菌株 よ りC.albicans 15株,他 の菌 種 か ら各3

株 ず つ の計27株 を選 択 し,使 用 時 ご とに作 成 し た

YMAで 計3回,同 様 に感 受性 測定 を行 った。

7. 保存 性 の検討

YMAに つ いて培 地 作成 直 後,作 成 後7日,14日,

お よび28日 保 存後,同 様 に感 受性 測 定 を行 っ た。対

象菌株 と して は,再 現性 の検 討 を行 った もの と同一 の

菌株 を使用 した。

II. 結 果

1. 適切 な測定 条件

1) 接種 菌量(Fig.1)

使 用 すべ き接種 菌液 の濃度 と して,1×106CFU/ml

が 適 当 で あ る と考 え られ た。1×105CFU/mlの 濃度

で は,C.glabrataな ど,一 部 の 菌株 の発 育 が不 良 で

あ り,1×107CFU/mlで はMIC値 の 高 い 株 が 存 在

し,ま た菌株間 の差 が出 に くい傾 向 が み られ た。

2) 培養 温度(Figs. 2, 3)

30℃ が 適切 で あ る と考 え られ た。37℃ で は,30℃

に比 し,菌 株間 の差 が出 に くい傾 向 が認 め られ た。

3) 判定 時間(Fig.3)

48時 間 が適 当 と考 え られ た。24時 間 で は発育 が不

良 であ る株 が 多 く,72時 間 で は48時 間 と同 値 か,1

管の上 昇 を認 めた。

2. 臨床 分離株 の薬 剤感受 性

1) Yeast morphology agarに お け るMIC

(Table 1)

AMPH-Bで は,C.albicans, C.glabrataに 対 して

は全株 が0.39μg/ml以 下 の濃 度 で発 育が抑 制 され た

の に比 し,C.parapsilosis,C. kruseiに 対 して は,や

や高 いMICを 示 した。 しか し,測 定 した全株 に対 す

るMICは1.56μg/ml以 下 と良 好 な感 受 性 を示 し,

耐性 株 の出現 は認 め られ なか った。

Fig. 1. Influence of inoculum size on MICs 

(AMPH-B, 30•Ž, 48 h, YMA).
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Fig. 2. MICs incubated at 37•Ž 

(AMPH-B, YMA).

Fig. 3. Influence of incubation time on MICs 

(AMPH-B, 30•Ž, YMA).

Table 1. Antifungal activities of amphotericin B and flucytosine against clinical isolates of 

Candida species determined by an agar dilution method on YMA (pH 7.0)

AMPH-B, amphotericin B; 5-FC, flucytosine.

一 方
,5-FCで はC.albicans, C.glabntaの 一 部 お

よびC.kruseiの 全 株 に対 し て 低 感 受 性 で あ っ た。C.

tropicalis , C.parasilosisに 対 し て は 良 好 な 感 受 性 を

示 し,同 一 菌 種 内 の 差 は ほ とん ど見 ら れ な か っ た。

2) Sabouraud dextrose agarに お け るMIC

(Table 2)

AMPH-Bで は,C.albicans, C.glabrataに 対 す る

抗 菌 力 は ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た。 こ れ ら に 対 し,C.

tropicalis, C.kruseiで は やや 劣 って い た。YMAを

用 い たMIC値 と比 較 して,全 体的 に1管 程度 上 昇 す

る傾 向 が 認 め られ た。5-FCで は,試 験 菌 株 全 株 で

YMAに お け るMIC値 に比 べ,著 明 に高 い値 を示 し

た。

3. 再 現性 に関 す る検討

前 述 の測定条 件下 で,計3回 感受性 検 査 を施 行 した

結 果,AMPH-B, 5-FC両 薬 剤 と も に,MIC値 は1
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Table 2, Antifungal aetivities of amphotericin B and flucytosine against clinical isolates of 

Candida species determined by an agar dilution method on SDA (pH 7.0)

*

Values of >100 were treated as 100.

AMPH-B, amphotericin B; 5-FC, flucytosine.

管 以 内 の差 に と どま り,非 常 に 良好 な再 現性 を示 し

た。

4. 培 地の保 存性 に関す る検討

1) AMPH-B

培 地 作成 直 後 と7日 保存 後 の比 較 で は,MIC測 定

は全27株 中9株 が1管 の 低 下.2株 が1管 の上 昇 を

認 め た。14日 保存 後 の培地 での 測定 で は,MIC値 の

1管 の上昇 を10株 に,2管 の上昇 を1株 に認 めた。 さ

らに,28日 保存 後 の培 地 で は,全 株 にお い て,作 成

直 後 に比 しMICは 高値 を示 し,1管 の み の上 昇 に と

ど まったC.albicans,C.krusei各1株 を除 いて,他

の全株 で2管 か ら5管 に お よぶMIC値 の 上昇 を認 め

た。

2) 5-FC

本 剤 のMICは,AMPH-Bと 異 な り,7日,14日,

28日 保存 後 のい ずれ にお い て も,作 成 直 後 と比較 し

て全 株が1管 以 内の差 に とどまって いた。

III. 考 察

抗 真菌剤 の感 受性試験 法 は種々 の問題 点か らい まだ

確立 され てお らず,各 施 設 ごと,あ るい は,各 薬剤 ご

とに異 なった方 法で行 われ てい る。 今 回の対象 薬剤 で

あ るAMPH-Bは,そ の強 い 毒性 に も か か わ ら ず,

深在性 真菌症 治療 の場 にお いて今 なお第 一線 の薬剤 で

あ る2)。近年,よ り副 作 用 の少 ない ア ゾール 系薬 剤 が

多数 開発 されつ つあ るが,そ の優 れた抗 菌活性 を生 か

し,drug delivery systemの 考 えを取 り入れ る こ とな

どに よ り,毒 性 を軽 減 し臨床応 用 を広 げる試 みが精 力

的 に行 われ てい る。 また同様 に,臨 床 に用い られて久

し い5-FCは,主 と し てuridine monophosphate

(UMP)pyrophosphorylase欠 損 あ るいは部分欠損 に

基 づ く耐 性 菌 の報 告鋤 が 見 られ る もの の,併 用 療 法

その 他 に おい て,重 要 な位置 を 占 め る薬 剤 と思 わ れ

る。 これ ら2薬 剤 の感 受性 試験 にお ける問題点 として

は,ま ずAMPH-В は,酸 性 領 域 で 不 安 定 で あ り,

光 や温 度 で分 解 を受 け,さ らに不飽 和 度が 高 い ため,

自己酸 化 また は過 酸化 され やす い性 質 を有 して い る。

また ピリ ミジ ンアナ ログで あ る5-FCは,周 知 の ごと

く,種 々の プ リンお よび ピ リミジン塩基 や ヌク レオチ

ドの存 在 に よ り,そ の抗 菌 活 性 が 拮 抗 され る。 さ ら

に,酵 母状 真 菌 の 感受 性 試験 に共 通 す る問 題点 とし

て,培 養温 度,接 種菌 量,pH,測 定培 地 の種 類 な ど

が測定 結果 に大 き く影響 をお よぼす こ とも報 告 されて

い る5鋤。 その ため,培 地 の選 択 を含 め た培 養条 件の

設定 は非常 に重要 な問題 で あ るが,現 在の ところ統一

され た もの はない ため,今 回 これ らの点 を中心 に検討

を行 っ た。

現在 まで のAMPH-Bお よび5-FCの 感 受性試験法

に関 す る報 告 を見 る と,yeast nitrogen baseを 用 い

て5-FCのMICを 検 討 した もの9,10),両 薬 剤 お よび

ketoconazoleに つ いてbuffered yeast nitrogen, syn-

thetic amino acid medium fungal,RPMI-1640お よ

びhigh resolution antifungal assay mediumを 用い,
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あわせて複数施設問の再現性を検討したもの11),さら

に miconazole, econazole, tioconazole, clotrim-

azoleを 加 え 同 様 の 検 討 を行 っ た もの12)などが あ る

が,今 回我々 は臨床 的効率 を考慮 して寒大平 法 を選

択 した。す なわち,マ ル チポ イ ン トイ ノキ ュレー タを

用 いる こ とに よ り,1枚 の 寒天 に27株 の 処 理 が可 能

であった。測 定培 地 に はAMPH-B,5-FCい ず れ に

対 して も適 当 で あ る と推 奨13)され て い るPBS(pH

7.0)に て 調 製 し たyeast morphology agarを 用 い

た。対 照 としては,Sabouraud dextrose agarを 用 い

前者 との比 較 を行 った。 適切 な諸 測定 条件 の選択 に あ

たっては,標 準 的測定 法が未 確立 で,臨 床 上使用 可能

な抗真 菌剤が限 られ てい る現 状 を考慮 し,多 少 とも対

象菌株 間にお ける感 受性 の差 を検 出す べ く留 意 した。

まず,接 種 菌量 の検討 で は,1×105CFU/ml,1×

106CFU/ml,1×107CFU/mlの3濃 度 の 菌 液 を用 い

て比較 を行 った。 これ らの菌 液 を1回 あた り50μlず

つ寒天上 に塗 布 するマ ルチ ポイ ン トイノ キュ レー タ を

用いて接種 して いるた め,実 際の菌 量 として は,各 々

5×102CFU,5×103CFU,5×104CFUを 用 い た。

Fig.1に 示 した よ うに,1×10sCFU/mlで は 菌 の 発

育が主にC.glabrataで 不 良 で あ り,1×107CFU/ml

では発育が良好 な ためか,菌 株 間 の差が 出 に くい傾 向

が認 め られ た。1×106CFU/mlは これ らの 問題 点 を

補 い,適 当 な接 種菌 液濃度 と思 われ た。

次 に培 養 温 度 で あ るが,接 種 菌 液 を1×106CFU/

mlと し て,30℃ お よ び37℃ で の 比 較 を 行 っ た

(Figs.2,3)。 その結果,37℃ で は30℃ に比 べ,菌 の

発育が良好 な ためか,菌 株 間の差 が 出に くい傾 向が認

められ た。 また37℃ で は,一 部 の 病 原真 菌 が 発育 で

きない点 や,固 形培 地 の脱水 や乾 燥 が問題 とな り,薬

剤の安定性 に も悪影 響 をお よぼ す可能性 が考 えられ た

ため,不 適 当で ある と判 断 した。

培養時間 は,菌 の発育,菌 株 間 の差 の分離性,迅 速

性 の面 か ら,48時 間 が 適 切 で あ る と考 え ら れ た

(Fig.3)。

以上の ように,寒 天平板 希釈 法 に よるカ ンジ ダ属 に

対するAMPH-Bな らびに5-FのMIC測 定 条件 と し

ては,接 種 菌液 濃度1×106CFU/ml,培 養温度30℃,

培養時間48時 間 が適 当 であ る と考 え られ た。

さ らに,本 測 定 系 にお け るMIC値 の再 現性,お よ

び培地の保存 性 につ いて検討 を加 えた。再 現性 に関 し

ては,計3回 同様 の測 定 を行 った結果,両 薬 剤 とも き

わめて良好 な結果 を示 し,充 分信 頼性 の高 い方法 と思

われた。 また従 来,AMPH-Bは 薬 理学 的 に不 安定 で

あるこ とが指摘 されて きた。 しか し,溶 解 され段 階希

釈寒 天培地 の状 態 での安定性 に関 して は,現 在 ま ぐほ

とん ど知 られ てい ない もの と思 われ るが,実 際 の臨床

の場 に お いて は重 要な 問題 で あ る。 今 回の検 討 で は,

遮 光,4℃ の 条件下 でAMPH-B含 有YMAは14日

の保 存 に,5FC含有YMAは 少 な くと も28日 の 保

存 に耐 えう るもの と考 えられ た。

次 に,本 条件 下 で,臨 床 分離 カ ンジ ダ偶 計76株 に

対す る両 薬剤 の抗 真 菌活性 を測定 した。 まずAMPH

-BはYMAお よびSDA両 測 定培 地 にお い て 全 菌株

が1.56μg/ml以 下 で発 育が 抑制 され,今 な お優 れ た

抗 菌 力 を有 して い た。 特 に,臨 床 的 に 電要 なC.al-

bicansに 対 す るMIC90は,YMAで0.2μg/mlと き

わ め て 良好 で あ った。 また,5-FCはC.kruseiの 全

株 とC.albicans,C.glabrataの 一部 で明 らか に耐性

化 が認 め られ た。

以 上 の ように,今 回検討 した2種 類 の測定 用培 地 を

比較 す る と,AMPH-Bで は両培 地 間 で のMIC値 の

差異 は大 きな もの で はな く,SDAを 用 いて もあ る程

度 の 有 用 性 は認 め られ た が,5-FCで は,従 来 の 報

告13)通り,SDAを 用 いた測定 は不 適 当であ った。
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BASIC EXAMINATIONS OF SUSCEPTIBILITY TESTING FOR 

AMPHOTERICIN-B AND FLUCYTOSINE AGAINST 

CANDIDA SPECIES USING AN AGAR 

DILUTION METHOD

Hiroshi Yamada, Shigeru Kohno, Shigefumi Maesaki, Akira Yasuoka 

Mitsuo Kaku, Hironobu Koga and Kohei Hara 

Second Department of Internal Medicine, School of Medicine, 

Nagasaki University, 7-1 Sakamoto-machi, Nagasaki, Japan

We examined the appropriate conditions for measuring the susceptibility to amphotericin-B 

(AMPH-B) and flucytosine (5-FC) of Candida species. Yeast morphology agar (YMA, pH 7.0) 

was used as the testing medium and Sabouraud dextrose agar (SDA, pH 7.0) as control medium. 

Seventy-six strains clinically isolated from 1989 to 1990 in Nagasaki University Hospital were tested 

in this study to provide the following results. 

1. Appropriate measuring conditions. (1) Inoculum size: 5•~103 CFU in absolute values (or 

concentration of 1•~106CFU/ml using a multipoint inoculator), (2) Incubation temperature: 30•Ž, 

(3) Incubation time: 48 hours. These conditions were suitable for cell growth and determination of 

MIC values. 

2. Antifungal activities against clinical isolates. MIC ranges of AMPH-B and 5-FC were 0.1- 

1.56 ƒÊg/ml and 0.1-50 ƒÊg/ml on YMA. Although AMPH-B had excellent activity also on SDA, 

activity of 5-FC was markedly inhibited on it, as stated in past reports. 

3. Reproducibility of MIC values. In triple serial measurement by the method mentioned above, 

all results agreed within one twofold dilution. 

4. Valid Period of ready-to-use susceptibility agar: 14 days for AMPH-B and 28 days for 5-FC 

under dark conditions at 4•Ž. 

5. Our method was so efficient that twenty-seven strains were treated on one agar plate and 

visual evaluation of endpoints was easy.


