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Helicobacter pyloriに 対 す る抗 菌 薬 のMICをCO2培 養 を 行 わ ず に測 定 可 能 な半 流 動 培 地 に よ る測 定

法 を 考 案 し,正 確 性 に つ い て 詳 細 な 検 討 を 行 っ た 。 従 来 か ら用 い られ て い る 寒 天 平 板 希 釈 法 はH.

Pyloriの 発 育 性 の 問 題 か ら,CO2(10～15%)培 養 を 必 要 と した。 しか しそ のCO、 に よ っ て 寒 天 培 地

中 のpHが 低 下 し,マ ク ロ ラ イ ド系 抗 菌 薬 のH.Pyloriに 対 す るMIC値 は,中 性 で の結 果 と比 較 して

8～16倍 高 い値 を示 した 。 した が っ て,本 菌 の 発 育 条 件 を考 慮 し,CO,を 用 い な い 半 流 動 培 地 で の 微 好

気 条 件 に よ る測 定 法 を考 案 した 。 半 流 動 培 地 は 本 菌 が 十 分 に 発 育 し,日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 準 じた

Mueller Hinton broth(Difbo)に0.2%agarを 加 え た もの を測 定 培 地 と した 。 約107CFU/mlと な る

よ う に試 験 菌 を接 種 し,35℃,48時 間好 気 培 養 を行 い培 地 中層 部 で の 発 育 を 判 定 した 。 そ の結 果,用

い た 抗 菌 薬amoxicillin,clarithromycin,azithromycinお よびciprofloxacinのMIC測 定 に お け る 日差

再 現 性 は 良好 で,い ず れ の 薬 剤 も2倍 以 内 と安 定 な 成 績 が 得 られ た 。NCCLS精 度 管 理 基 準 に従 い 管 理

用 菌 株 と してStaphylococcus aureus ATCC 29213お よびEscherichia coli ATCC2 5922を 用 い 同 条 件

で 前 記4薬 剤 のMICを 測 定 した 結 果,ciprofloxacinの 後 者 に対 す るMICが0.03μg/mlと1管(2倍)

範 囲 を外 れ た 以 外 はす べ て 基 準 内 で あ っ た 。 こ の こ と か ら本 測 定 法 はH.pyloriのMlc測 定 に 適 し

NCCLSの 精 度 管 理 基 準 を 同 時 に満 た す もの と考 え られ た 。
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Helicobacter pyloriの 薬 剤感 受性 は一 般 に臨床細 菌 検査室

で汎用 されて い るデ ィス ク感受性 法 や寒 天平板 希釈 法 に よっ

て測定 されて い る。 しか しデ ィス ク感受性 は長時 間培 養 と薬

剤 の拡散 の問 題等 に よって正 しい値 が得 られ な い。 また寒 天

平板希 釈法 も同様 に長 時 間CO,培 養 を要す るこ とか ら,培

地pHが 低 下 し,一 部 の薬 剤 で はMIC値 が 高 くな る(低 感

受性化)こ とがあ る。特 に14員 環 のマ ク ロラ イ ド系 薬の代

表であ るerythromycin(EM)に 対す る影響 は大 きい。 今

回我 々は これ らの 問題 を解 決 し,か つ正 確 にMIC測 定が可

能 な方法 を考案 し検 討 した。

I.材 料 お よ び 方 法

1.試 験 菌 株

胃 潰 瘍,十 二 指 腸 潰 瘍 患 者 胃粘 膜 組 織 よ り分 離 し,

可 能 な限 り継 代 培 養 を避 け,実 験 ま で に10%ジ メ チ

ル ス ル ポ キ シ ド,馬 血 清 を 添 加 し たBrucella broth

(Difco)中 で-80℃ 保 存 し たH.Pylori臨 床 分 離 株

30株 お よ びATCC由 来 のEpylori 3株 を試 験 菌 と し

た 。 ま た 精 度 管 理 用 菌 株 と し てNCCLS指 定 の,

Staphylococcus aureus ATCC 29213お よ びEscheri-

chia coli ATCC 25922の2株 を 用 い たo

2.使 用 抗 菌 薬

Amoxicillin(AMPC;藤 沢 薬 品),clarithromycin

(CAM;ダ イ ナ ボ ッ ト),azithromycin(AZM;フ ァ イ ザ

一
製 薬),ciprofloxacin(CPFX;バ イ エ ル 薬 品),以 上,

力 価 の 明 らか な4薬 剤 を 用 い た 。

3.使 用 培 地

寒 天 平 板 希 釈 法 と して リ ン酸Bufferで3種 類 のpH

(6,7,8)に 調 整 したBrucellaagar(Difco)に5%と

な る よ うに 馬 脱 繊 血 液 を加 え 使 用 し た。

半 流 動 培 地(semi-solidagar)はHeartinfusion

broth(Difco),Mueller Hintonbroth(Difco),

Brucella broth(Difbo)お よびThioglycollate medium

without indicator-135C(BBL)に 最 終0.2%と な る

よ う にBactoAgar(Difco)を 加 え,さ ら に 馬 血 清 を

10%と な る よ う に加 え 用 い た 。

4.MIC測 定 法

* 大分県大分郡挾間町医大 ケ丘1-1
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寒 天 平 板 希 釈 法 は 日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法1)に 準 じ て

行 っ た 。 す な わ ち,100～0.025μg/mlの 抗 菌 薬 希 釈 系

列 を含 む 測 定 培 地 に約106CFU/mlに 調 製 した 菌 液 を ミ

ク ロ プ ラ ン ター(大 日本 精 機)で5μl接 種 し,35℃,

CO2 10%で72時 間培 養 を行 っ た 。 半 流 動 培 地 に よ る

測 定 はHelicobacter pylori輸 送 用培 地(HP培 地)2)を

応 用 し た。128～0.002μg/ml抗 菌 薬 希 釈 系 列 を含 む 各

測 定培 地 に試 験 菌 を4.Ox107,1.0×107お よ び2.5×106

CFU/mlと な る よ う に接 種 し,軽 く混 和 後,セ ラ ピ ッ

ツ(小 野 薬 品)に 無 菌 的 に2m1分 注 し,35℃ 好 気 条

件 で1～3日 間 培 養 後,各 日,判 定 を行 っ た 。 判 定 は培

地 中 層 部(微 好 気 部 分)に 発 育 し た濁 帯 の み られ な い

濃 度 をMICと した 。 半 流 動 培 地 で の 日差 再 現 性 は,同

4薬 剤 のMICを3日 間 に分 け測 定 した 。NCCLS指 定

の管 理 用 菌 株 につ い て は106,105,104CFU/mlの3菌 量

で他 は これ ま で の操 作 を同 様 に行 いMIC値 を求 め た。

II.結 果

1.寒 天 平板 希 釈 法 のMIC値 にお よ ぼ す培 地pHの

影 響

MIC測 定 値 に 培 地pHが 影 響 す る と 考 え られ る

cAMお よ びAMPcの 試 験 菌 に対 す るMIC値 をFig.1

に 示 した 。 試 験 菌30株 中pH調 整 の た め 添 加 した

Bufferの 影 響 に よっ て 発 育 しな か っ た株 は9株,す な

わ ち発 育 が 認 め られ た21株 の 成 績 で あ る 。

CAMに お い てpH6.0で ほ とん どの 試 験 菌 に対 す る

MIC値 が0.10～0.05μg/mlに 分 布 した の に対 し,pH

7.0お よ びpH8.0に 調 整 した培 地 で は約4～8倍 低 い,

0.013μg/mlに 分 布 した 。 また こ の傾 向 は 低 感 受 性 株 で

顕 著 でpH6.0に お い て12.5μg/mｌ 以 上 の2株 は,pH

7.0で3.13μg/mlお よ び0.78μg/ml,pH8.0で は両株

に 対 し0.78μg/mlと16倍 以 上 低 い 値 を 示 し た。

AMPCに お い て は 逆 にpH6.0で ほ とん どの 株 に対 し,

0.013μg/mlと もっ と も低 い値 を示 した 。pH7.0で は

PH 6.0に 比 べ 約4倍 高 い0.05μg/ml,PH 8.0で は2

倍 高 い0.025μg/mlに 分 布 し た。H.Pyloriに 対 してい

ず れ の薬 剤 も測 定 培 地 のpHに よ っ てMIC値 が 変動す

る こ とが 確 認 さ れ た 。

2.各 種 半 流 動 培 地 に お け る試 験 菌株 の 発 育

i寒天 平 板 希 釈 法 で 発 育 した21株 の う ち 臨床 分 離株

10株 お よ び 参 考 菌 株3株,計13株 のHeart infusion,

Mueller Hinton,Brucellaお よ びThioglycollate半 流

動 培 地 に お け る発 育 をTable 1に 示 した 。 培 養1日 目

で 明 らか に 試 験 菌 の 発 育 が 認 め られ た培 地 はBrucella

で8株,Heart infdsionお よびTioglycollateで7株,

Mueller Hintonで5株 で あ っ た 。 しか しBrucellaお

よびTioglycollateで は1日 目で 発 育 しな い株 が2株 存

Fig.1.Agar dilution Mies of Helicobacter pylori strains

to clarithromycin and amoxicillin at various pHs.

Table 1.Growth differences of Helicobacter pylori strains in four semi-solid agars

Heart infusion:Heart infusion broth(Difco)+0.2% Bacto Agar(Difco)

Mueller Hinton:Mueller Hinton broth(Difco)+0.2% Bacto Agar(Difco)

Brucella:Brucella broth(Difco)+0.2% Bacto Agar(Difco)

Thioglycollate: Thioglycollate medium without indicator 135C(BBL)+0.13% Bacto Agar

(Difco)

C.I.:clinical isolate,10 strains,Reference strain:ATCC 43504,ATCC 43579 and ATCC 43629

+:growth,±:poor growth,－:rlo growth
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在 した。2日 目で は 十 分 に発 育 の 認 め られ た株 は い ず れ

の培 地 にお い て も12株 で,残 り1株 は 弱 い発 育 を示 し

た。3日 間 の 培 養 に お い て も試 験 菌 の 発 育 性 に 変 化 は な

く,弱 発 育 菌 の1株 も こ れ 以 上 の 発 育 は 認 め ら れ な か

った。 した が っ て,い ず れ の 培 地 に お け る2日 培 養 で

の発 育性 に 差 は な い こ とか ら,以 下 の 検 討 をMueller

Hinton半 流 動 培 地 を用 い て 行 っ た 。

3.各 種 抗 菌 薬 のMIC値 に お よぼ す 接 種 菌 量 の影 響

Mueller Hinton半 流 動 培 地 を 測 定 培 地 と して,H.

pylori臨 床 分 離 株5株ATcc標 準 株3株 お よ び

NCCLS精 度管 理 用 菌 株2株 の 各 種 接 種 菌 量 に お け る4

薬 剤のMICを 測 定 した(Table 2)。H.pyloriは4.0,

1.0,0.25×107CFU/ml,S.aureusお よ びE.coliは

106,105,104CFU/mlの 各 接 種 菌 量 で 測 定 した 。 い ず れ

の 薬 剤 にお い て もH.Pyloriの 一 部 の 菌 株 に 菌 量 が 高

くな る に つ れMIC値 が 上 昇 す る 結 果 が 得 られ た が,

MIC値 の 差 が2倍 を 超 え る こ と は な か っ た 。 ま た

CAMお よ びAZMに 対 し低 感 受性 を示 したNo.2お よ

びNo.92に 対 して も,安 定 した成 績 が 得 られ た 。 精 度

管 理 用 菌 株 の2菌 種 に 対 し て も 同 様 な 結 果 で106～

104CFU/mlの 接 種 菌 量 間 でMIC値 の 差 が2倍 を超 え

る こ とは な か っ た 。 これ らの 結 果 か らH.Pyloriの 接

種 菌 量 は1.0×107CFU/mlと した 。 ま た 精 度 管 理 用 菌

株,2菌 種 はNCCLSの ガ イ ド ラ イ ン に 従 い,1.0×

105CFU/mlを 接 種 菌 量 と した 。

4.日 差 再 現 性

接 種 菌 量 の 検 討 で 用 い たH.Pyloriお よ びS.

aureus,E.coliを 試 験 菌 株 と して,前 述 で 定 め た測 定

Table 2.Effect of various inocula on semi-solid agar dilution MICs of four antimicrobial drugs for

Helicobacter pylori

* C.I.Clinical isolate
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培 地,接 種 菌量 で3日 間連 続 で4薬 剤 のMICを 測 定 し,

本 法 の 日差 再 現 性 を検 討 した(Table 3)。

H.pylori 8株 お よ びS.aureus,Ecoli各1株 に

対 し,用 い た4薬 剤 いず れ に お い て も3日 間 安 定 した

MIC値 が 得 られ,測 定 日間 でMIC値 の 差 が2倍 を超

え る こ と は な か っ た 。 した が っ て 本 法 はH.pyloriに

対 す るMIC測 定 にお い て安 定 した 再 現 性 が 得 られ る こ

とが 確 認 さ れ た 。

5.NCCLS精 度 管 理 基 準 との比 較

NCCLS,MIC測 定 精 度 管 理 基 準3)と 本 法 で 得 られ た

S.aureusお よびE.coliに 対 す る4薬 剤 のMIC値 を

Fig.2に 示 し た 。 な お,AMPCの 管 理 基 準 はamoxi-

cillin/clavulanic acidで 代 用 した。AMPC,CAMお よ

びAZMの3薬 剤 のS.aureusお よびE.coliに 対 す

る3回 のMIC値 は,す べ てNCCLS精 度 管 理 基 準 内 で

あ っ た。8.aureusに 対 す るCPFXのMIC値 は0.25

～ 0.5μg/mlと 管 理 基 準 内 で あ っ たがE.coliに 対 して

は3回 のMIC値 はすべて0.03μg/mlで 管理基準より

1管(2倍)高 い結果 となった。

III.考 察

細菌の抗菌薬感受性試験成績には多 くの因子が関与

す る。特 に遅発育菌や栄養要求性の厳 しい菌の場合,

発育に必要 な環境や,添 加する物質によって感受性値

が大 きく変化する4)。今回検討したH.Pyloriは 微好気

性菌で,発 育の遅い菌種である。
一 般の臨床検査室で汎用 されているディスク感受性

試験 はデ ィスクに含 まれる薬剤の寒天培地への拡散に

よる菌の発育阻止領域(円)か ら感受性値 を求める。

しかしH.Pyloriの ような発育が遅い菌種の場合,長

時間の培養 を要することか ら薬剤の拡散が進行 し,大

Table 3.Daily reproducibility of MICs of four antimicrobial drugs for Helicobacter pylori in

semi-solid agar

* C.I.:Clinincal isolate
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NCCLS:National Committee for Clinical Laboratory Standards

Fig. 2.NCCLS acceptable quality control range of MIC of four refer-

ence drugs for two reference strains.

きな阻止円を形成 し,偽 感受性化する。
一 方,寒 天平板希釈法によるMIC測 定によって薬剤

感受性を求める場合,本 菌は微好気性菌であることか

ら,10～20%のCO2培 養を行うのが通常である。 し

かし,こ の場合培地が長時間,高 濃度のCO2に さらさ

れ,培 地中の水 とCO2に より,H2CO3と な り,培 地

pHが 酸性側に傾 く。多 くの抗菌薬は測定培地pHに よ

ってMIC値 が変動するといわれ5),本 菌の除菌 に用い

られる代表薬のCAMやAMPC等 もpHの 影響を受け

ることが知 られている。CAM等 のmacrolide薬 は酸性

領域で抗菌力が低下 しアルカリ領域で増強する6)。逆に

penicillin系等の β-lactam薬 は弱酸性下で抗菌力が増

強し,ア ルカリ化で低下すると報告されている7)。今回

の成績からもCAMのH.Pyloriに 対する抗菌力はpH

6.0の 酸性下では,中 性のPH7.0の 結果に比べ低い傾

向にあった。 このことは本菌のMIC測 定におよぼす

CO2培 養の影響 を示 している。実際 にLooら もH.

PyloriのMIC測 定におけるCO2培 養の問題を指摘 して

いる8)。またこの培養条件に関する問題は寒天平板希釈

法に限らず液体希釈法 にも同様に影響する もの と考え

られる。発育にCO、 培養 を要する菌種 に対するMIC

測定はこのような培地pHの 変動を抑える手段 として

Bufferを 添加する場合がある。 しか しH. 、pyloriの多

くの菌株は,添 加 したBuf艶rに よって発育阻害を受け

ることがある。実際,今 回の測定 においても臨床分離

株の約1/3がBufferの 添加によって発育に阻害を受け

ている。結果 には示 さなか ったが今 回用 いた リン酸

Buffer以 外のい くつかのBufferを 用い検討を行 った

が,同 様にBufferの 影響を強く受けた。これらのこと

から今回我々はH . 、pylori発育必要条件に着 目し,CO2

培養を行わない培養法,す なわちMueller Hinton半 流

動培地を用いる感受性測定法を考案 し検討 した。その

結果,本 法は接種菌量の影響 もほとんどな く,3回 にわ

たる測定間におけるMIC値 のば らつ きもきわめて少な

いことが確認 された。 また従来報告 されている寒天平

板希釈法で判定までに必要な培養時間が72時 間以上で

あるのに対し,本 法は48時 間で十分な判定が可能であ

った。

他方,本 菌に対する各種薬剤のMICは 多 くの研究者

によって報告されているが,そ のほとん どは寒天平板

希釈法のCO、 培養による方法である9～11)。すなわち,こ

れ らの結果はCO、 によって培地pHが やや酸性側に傾

いた条件で測定 されたもの と推定 される。 また測定の

際,精 度管理として試験菌と同 じ測定培地上でNCCLS

のMIC測 定精度管理用菌株を用いて測定 している報告

は少な く,Bacteroides fragilisを 用いた嫌気培養によ

る精度管理を実施 している例が一部報告 されている12)。

しか し本来であれば必ず同培地,同 条件で精度管理を

行 うことが必要である。今回特 に本法の正確性 につい

て強調 したい点は,H.pyloriと 同じ条件でNCCLSの

MIC精 度管理用菌株S.aureus ATCC 29212お よびE.

coli ATCC 25922のMIc測 定が可能で,H.pyloriの

除菌に用いられているAMPCお よびCAMの 両菌に対

するMIC値 がいずれもNCCLS管 理基準内であったこ

とである。一部CPFXのE.coliに 対するMIC値 が上

限を1管(2倍)超 えていたが,8.aureusは 管理基

準内に収 まっていた。このことは本測定培地において

E.coliに 対するCPFXのMIC値 はやや高くなること

を意味している。しか しS.aureusに 対する値が基準

内であること,E.coliに 対して も3回 の測定値がすべ

て0.03μg/mlと 安定していることか ら,十 分な精度管

理が可能と思われる。

H.Pyloriの 除菌を目的 として抗菌薬が投与 される場

合,分 離 されたH.Pyloriの 薬剤感受性は治療の結果

に大 きく影響する。特に最近H.Pyloriのmacrolide

系抗菌薬に対する耐性化の問題13)は深刻である。 よっ

て本菌の投与抗菌薬 に対する耐性情報の臨床への迅速

なフィー ドバ ックは治療上重要な問題である。
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今回検討 した,半 流動培地を用いたMIC測 定法は

NCCLSガ イ ドラインに準 じた精度管理が可能で再現性

に優れ,か つ迅速に結果が得 られることが確認 された。

しかし現段階では測定方法が従来のmacro broth dilu-

tionと 同様であることか ら,用 時調整の必要性等,操

作上やや繁雑である。現在マイクロプ レー ト化への改

良を行い実用化へ検討中で,こ れ らの改良により本法

は臨床におけるH.Pylori除 菌治療 に有用であると考

えられる。

この論文は第44回 日本化学療法学会総会において,

編集委員会よ り学会誌 に投稿す るよう推薦を受けた も

のである。
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Evaluation of measurement of MICs of antimicrobial agents for Helicobacter

pylori in semi-solid agar

Toshio Fujioka1),Masaru Nasu1),Haruyo Toda2),Miyuki Hasegawa2),

Hiroe Muraoka2),Intetsu Kobayashi2),Katsu Saionji3),

and Jun Igari3)

1) Second Department of Internal Medicine,Oita Medical University,1-1 Idaigaoka,Hazama-cho,

Oita-gun,Oita 879-55,Japan

2) Chemotherapy Division,Mitsubishi-Kagaku Bio-Clinical Laboratories
3) Department of Clinical Pathology,School of Medicine,Juntendo University

We determined the MICs of amoxicillin,clarithromycin,azithromycin and ciprofloxacin for 21

Helicobacter pylori strains by using Mueller Hinton semi-solid agar without CO2 incubation.

Generally,the susceptibility of H.pylori to these antimicrobial agents was measured by the agar

dilution method with incubation in 10-15%  CO2 at 37℃. However,the MICs of macrolides in

medium at pH 6.0 in CO2 were 8-16 times higher than those at pH 7.0.H.pylori strains of

1.0×107 CFU were inoculated into 1-ml of quantities semi-solid agar(prepared with Mueller
Hinton broth to which 2 g of agar per liter was added)in tubes.The tubes were aerobically

incubated at 35℃, The tubes were examined for growth of H.pylori at a depth of 3 mm from

the surface of the medium.Variation in the inoculum size did not affect the MICs of the four
drugs.MICs of the antimicrobial agents except for ciprofloxacin used for quality control strains of
the National Committee for Clinical Laboratory Standerds were within acceptable ranges.The
MICs of the four drugs(except the twofold dilution of ciprofloxacin)which were measured for 3
days were within the acceptable range.The use of semi-solid agar for the measurement of MICs
will assist clinicians in providing appropriate therapy for infections with H.pylori.


