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尿 中細 菌検 索用dip-slideに 関す る検 討

－検体尿量の違いにより生じる問題点－
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主として尿路感染症由来16菌 種18株 のヒト尿で作製した菌液に,β －ラクタム系(β －lactams)6

薬剤 とニューキノロン系(NQs)2薬 荊を添加 した 「抗菌性物質含有尿」を対象 とし,使 用方法の異な

るdip-slideに よる培養結果を比較 して以下の結果を得た。

1. MIC値 ≦6.25μ91m1を 示した株を感性株,同 じく≧12.5μ9/mlを 示 した株を耐性株 としてまとめ

た結果では,い ずれの薬剤においても耐性株を供試した場合 には両方の培地には発育していたが,感 性

株 を供試した結果には大 きな差が認められた。すなわち,8薬 剤の感性株の大部分はウリカル トE(R)に

は発育 しないものの,ダ イアスライ ド(14)には感性株がP<0.01の 有意差 をもって発育していた。

2. 感性株 における差は,双 方のdip-slideに 接種する尿量がウリカル トEに 比較 してダイアスライ

ドは11100程 度少ないことに起因すると考えられた。 これにより,薬 剤含有(残 存)尿 をdip-slideで

培養する際に,検 体尿量が多い場合には偽陰性が生じ得ることが示唆された。
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尿 路感 染症 の 診断 を穏的 とした尿 中細 菌の 定量培 養 を簡易

化 す る 目的 で,1965年 にMackeyら1)が 考案 したdip-slide

は,我 が国 で も1973年 以 降に 日常検 査 で使用 され てお り2},

このdip-slideは 我 が 国 にお けるUTI薬 効 評価 基準 にお い

て も推 奨 されて い る3)。 しか し近年,血 中半 減期 の 長い抗 菌

性 物 質が 続 々 と開発 され てお り4～6),こ れ らの 薬剤 投 与症 例

にお いて は尿中 に長 時 間抗 菌性物 質 が排 泄 されて い る場 合 も

多 く,そ れ らがdip-slideを 用 いた定 量培 養 の結 果に影 響す

る こ とも考 え られ る。そ こで我 々 は,我 が国 で上市 されて い

て使 用方 法 の異 な る 製品 の2つ を使用 して,尿 中 に含 まれ

てい る抗 菌性 物 質 の存在 がdip-slideの 定量培 養成 績 に与 え

る影響 を検 討 した。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 し たdip-slide

ウ リ カ ル トE(R)(第 一 化 学);グ ラ ム染 色 標 本 な ど に 用

い る ス ラ イ ドグ ラ ス 大 プ ラ ス チ ッ ク 製 板 に,寒 天 が 両

面 に コー テ ィン グ され て い る。 片 面 はcystine-1actose-

electrolyte-deficientagar(CLED)1)う 反 対 面 は2つ に

区 分 され て い て,そ の う ちの1つ はMac Conkey agar

(以下 で はMACと 略),も う1つ はEnterococcus agar

で あ る 。 使 用 方 法 は,採 取 し た 尿 量 が 多 い場 合 に は 尿

コ ップ 内 に 培 地 を そ の ま ま 浸 す 方 法 と,尿 量 が 少 な い

場 合 は ピペ ッ トな ど で 尿 を培 地 の 表 面 に 滴 下 す る 方 法

が あ る が,い ず れ の 方 法 に お い て も培 地 に 浸 み 込 む 尿

量 は,我 々 の 過 去 に お け る 定 量 培 養 と の 相 関 を 含 む 検

討結果 においては,コ ーテ ィングされている寒天約2

m1の1/10相 当としての約02m1程 度であることから,

3種 類の培地に発育する菌数の上限は108CFU/mlで あ

る217)。

ダイアスライ ド(R)(日水製薬);ウ リカル トEよ りもや

や直径が長いプラスチ ック製板 に,CLEDとMACの

寒天培地が本体の内側に向い合 ったプラスチ ック製の

サンプラーに挟 まれている。使用方法はサ ンプラーの

先端にある上下に曲が ったサ ンプラーチ ップ(V字 型)

を尿中に浸 した後にそれを引 き上げると,サ ンプラー

チ ップに付着 した極少量の尿が培地に塗布 される仕組

みとなっている。 これにより,培 地に浸み込む尿量は

0,002m1程 度 くウリカル トEの 約1/100)で あ り,定

量培養 との相関によると培地に発育す る菌数の上限は

106CFU/mlで ある7)。

2. 菌液の作製

当所 で 保 存 し て い るStaphylococcus aureus FDA

209-PJC-1,Escherichia coli NIHJJC-2,尿 路 感 染 症

由来 methicillin-resistant S. aureus (MRSA) TR 101,

Staphylococcus saprophyticus TR 102, Enterococcus 

faecalis TR 103, Enterococcus faecium TR 104, 
Escherichia coli TR 105, Citrobacter freundii TR 106, 

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae TR 107, 

Enterobacter aerogenes TR 108, Enterobacter cloacae 

TR 109, Serratia marcescens TR 110, Proteus vul-
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garis TR 111, Morganella morganii TR 112, 
Pseudomonas aeruginosa TR 113, Acinetobacter bau-

mannii TR 114, Acinetobacter lwoffii TR 115,

Stenotrophomonas maltophilia TR 116, 計18株 の菌

液 を ヒ ト尿 を 用 い て3×106CFU/ml,お よ び3×104

CFU/m1に 調 製 した。

3. 抗 菌性 物 質 含 有 菌 数

Ampicillin(ABPC,フ ァ イ ザ ー 製 薬),cefaclor

(CCL,塩 野 義 製 薬),cefbtiam(CTM,武 田 薬 品 工 業),

cefbtamet(CEMT,日 本 ロ シュ),cefditoren(CDTR,

明 治 製 菓),ritipenem(RIPM,フ ァ ル マ シ ア),

ciprofloxacin(CPFX,バ イエ ル 薬 品),levofloxacin

(LVFX,第 一 製 薬),以 上8薬 剤 の 標 準 原 末 を使 用 し,

各 々 の500μg/ml,50μg/mlを 作 製 して そ の1/10希 釈

液 と な る よ う上 記2.に 示 した18株 の106CFUlmlお

よび104CFU/mlに 添 加 し,8薬 剤 の50μ9/m1と5

μg/ml含 有 菌 液 を作 製 した 。

4. 菌 液 の 接 種 と培 養 お よ び菌 数測 定

上 記3.に 示 した106CFU/mlお よ び104CFU/mlの

各 々 に8薬 剤 の50μg/m1と5μg/mlを 含 有 す る 菌 液

と,薬 剤 無 添 加 の 菌 液 を合 わ せ た 計74サ ンプ ル は,サ

ンプ ル作 製 時 に5℃ に て2時 間 放 置 して お き,1-に 示

した2種 類 のdip-slideに 接 種 し,37℃ 一 夜 培 養 後 に

各々の主としてCLEDに 発育した菌数を測定 した。

5. 18株 の薬剤感受性

2. に示 した18株 の薬剤感受性 を,日 本化学療法学会

最小発育阻止濃度(MIC)測 定標準に従い,106CFU/ml

接種の寒天平板希釈法にてMICを 測定 した8)。

6. 推計学的検討

上記4.で 得 られた結果は,2項 目検定法(2項 検定)

により推計学的検討を行った。

II. 結 果

1. 供試18株 に対する8薬 剤のMIC値

Table1に 示したように,8薬 剤のMICは 各々の薬

剤の抗菌スペ ク トルを反映 した結果が大部分であった

が, MRSA, C. freundii, E. cloacae, P. aeruginosa

は8薬 剤 の す べ て に 耐 性 を 示 す 多 剤 耐 生 株 で あ り,

S.marcescensは ニ ュ ー キ ノ ロ ン耐 性 株 で あ っ た。

2. 抗 菌性 物 質 存 在 下 に お け る発 育 株 数

1) ABPC,CC[L,CTM存 在 下

Table2はABPC,CCL,CTMの 各 々50μg/m1,

5μg/ml存 在 下 に お い て,双 方 のCLED培 地(以 下 で

は 双 方 のCLED培 地 を略)に ≧103CFUlmlで 発 育 し

た 株 数 を106お よ び104CFU/m1菌 液 接 種,さ ら に

MIC値 ≦6.25μ91m1を 感 性 株,同 じ く≧12.5μ91mlを

耐性 株 と して ま とめ た 結 果 で あ る 。ABPC50μglml存

Table 1. MIC values of 8 antibacterial agents against 18 bacterial strains

MRSA: methicillin-resistant S. aureus 

ABPC: ampicillin, CCL: cefaclor, CTM: cefotiam, CEMT: cefetamet, CDTR: cefditoren, RIPM: ritipenem, CPFX: ciprofloxacin, 

LVFX: levofloxacin
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Table 2. Comparison of URICULT E with DIASLIDE under 18 kinds of bacterial broth spiked ampicillin, 

cefaclor and cefotiam respectively

在 下106お よ び104CFU/mlの 感 性 株,CTM50μ9/ml

存 在 下106CFUlmlの 感性 株,お よびCTM5μ9/ml存

在 下104CFU/m1の 感 性 株 に お い て は,ウ リ カ ル トE

に 比 較 して ダ イ ア ス ラ イ ドがP<0.01の 有 意 差 を も っ

て 発 育 株 数 が 多 か っ た が,CCL存 在 下 で は106お よ び

104CFUlmlの 感 性 株 でP<0.05の 有 意 な 傾 向 で あ っ た

が,3薬 剤 の 耐性 株 に お い て は 有 意 差 が 認 め られ な か っ

た。

2) CEMT,CDTR,RIPM存 在 下

Table3はCEMT,CDTR,RIPMの 上 記1)と 同様

の 条件 で の 結 果 で あ る。3薬 剤 に お い て は 共 通 して各 々

の50μ9/ml存 在 下 の106お よ び104CFU/mlの 感 性 株

に お い て,ウ リ カ ル トEに 比 較 して ダ イ ア ス ラ イ ドが

P<0.01の 有 意 差 を も っ て 発 育 株 数 が 多 く,CDTR50

μ91ml存 在 下 の 耐 性 株 お よ び5μ9/ml存 在 下 の 感 性 株

で も104CFU!血1で はP<0.05の 有 意 な傾 向 で あ っ たが,

3薬 剤 の 耐 性 株 にお い て は 有 意 差 が認 め られ な か っ た。

3) CPFX,LVFX存 在 下

Table4はCPFX,LVFXの 上 記1),2)と 同 様 の 条

件 で の 結 果 で あ る 。2薬 剤 に お い て は 共 通 し て 各 々 の

50μg/mlと5μg/ml双 方 の 存 在 下 の106お よ び104

CFU/mlの 感 性 株 に お い て,ウ リ カ ル トEに 比 較 し て

ダ イ ア ス ラ イ ドがP〈0.01の 有 意 差 を も っ て 発 育 株 数

が 多 か っ た が,2薬 剤 の 耐性 株 に お い て は有 意 差 が 認 め

られ な か っ た。

3. ABPCお よ びLVFX添 加18株 の 菌 液 接 種 に よ る

両 培 地 の 発 育 性

1) ABPC添 加 菌 液 接 種

Tables5,6は18株 の106CFU/mlにABPC50

μ91mlと5μ9/mlを 添 加 した 菌 液 を,ウ リ カ ル トEと

ダ イ ア ス ラ イ ドに 接 種 し た 結 果 を ま と め た もの で あ る。

Table5に 示 した50μ9/m1存 在 下 に お け る ウ リ カ ル ト
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Table 3. Comparison of URICULT E with DIASLIDE under 18 kinds of bacterial broth spiked cefetamet, 

efditoren and ritipenem respectively

Eに はABPC感 性の7株 中3株 が発育していないもの

の,ダ イアスライ ドにはこれら3株 を含む18株 のすべ

てが発育 していたが,Table6に 示 した5μ9/ml存 在下

における両培地の発育性 は1株 を除き同様であった。

2)LVFX添 加菌液接種

Tables7,8は 上記3.1)と 同様のLVEX添 加菌液接

種の結果である。Table7に 示 した50μ9/m1存 在下に

おけるウリカル トEに はLVFX感 性の13株 中12株 が

発育 していない ものの,ダ イアスライドにはLVFX感

性の13株 中11株 が発育 してお り,Table8に 示 した5

μ9/m1存 在下においてもウリカル トEに はLVFX感 性

の13株 中8株 が発育 していないものの,ダ イアスライ

ドにはLVFX感 性の13株 中12株 が発育 していた。

なお,LWX50μ9/ml存 在下においてダイアスライ

ドに発育 したLVFX感 性11株 中の7株,同 じく5

μg/ml存 在下にダイアスライ ドに発育 したLVFX感 性

12株 中の2株 のCLEDに おける菌数は≦104CFUlml

に減少 していた。

III. 考 察

dip-slideが 考案されたそ もそもの目的は,尿 中細菌

の定量培養をベ ッ トサイ ドでも実施 を可能 とするため

に簡易化することにあった1.2.39)。一方,我 が国において

は1970年 代の後半か らは新規の抗菌性物質の尿路感染

症 における第二根お よび第三相試験での細菌学的効果

の検討は,主 としてUTI薬 効評価基準 にもとついて

dip-slideに よる患者採取尿の一夜培養後の総菌数は担

当医が判定することとし,そ こに発育しているコロニ

ーの正確な同定とMIC測 定などはいわゆる 「一括集中

測定機関」が実施 してお り,我 々の施設 もそれに指名

される機会 も多か った10.11)。我 々 はそこで使 用する

dip-slideは,ウ リカル トまたはウリカル トEは 世界的

に使用されていること2),さ らに1993年 まではウリカ
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Table 4. Comparison of URICULT E with DIASLIDE under 18 kindsof bacterial broth spiked ciprofloxacin 

and levofloxacin respectively

Table 5. Comparison of URICULT E and DIASLIDE under 18 bacterail strains (106 CFU/ml) spiked 50 ug/m1 of ampicillin

CLED: cystine-lactose-electrolyte-deficient agar, MAC: Mac Conkey's agar, Entero: Enterococcus agar 

MRSA: methicillin-resistant S. aureus
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Table 6. Comparison of URICULT E and DIASLIDE under 18 bacterail strains (106 CFU/ml) spiked 5 fig/m1 of ampicillin

CLED: cystine-lactose-electrolyte-deficient agar, MAC: Mac Conkey's agar, Entero: Enterococcus agar 

MRSA: methicillin-resistant S. aureus

Table 7. Comparison of URICULT E and DIASLIDE under 18 bacterail strains (106 CFU/ml) spiked 50 jig/m1 of levofloxacin

CLED: cystine-lactose-electrolyte-deficient agar, MAC: Mac Conkey's agar, Entero: Enterococcus agar 

MRSA: methicillin-resistant S. aureus
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Table 8. Comparison of URICULT E and DIASLIDE under 18 bacterail strains  (106  CFU/m1) spiked 5  gg/m1 of levofloxacin

ル トEと 使用方法が大 きく異なるdip-slideが 登場 し

ていなかったことにより,1980年 代前半まではウリカ

ル ト.1980年 代後半以降においてはウリカル トEを 使

用 していた。 しか し,そ こには課題 も残 されていた。

ウ リカル トEに 発 育す る コロニー数の上 限は108

CFU/mlで あることはすで に記述 したが,発 育 した複

数菌各々の分別定量が不可能な場合 も多い。 さらに時

として,薬 剤投与終了後の翌 日採尿例 においては,ウ

リカル トEに はコロニーが形成 されていないものの,

それを送付 した担 当医の施設での定量培養では≧103

CFU/m1の 生菌が検出 されていた という事例にも遭遇

した。さらにその後 においては,血 中半減期の長い抗

菌性物質が続 々と開発されるようになり4～6},我々には

それらへの対応が切実な問題 となった。 しか し,こ れ

らの課題はdip-slideで は生 じていても,標 準工一ゼ法

などでは解決 し得 る問題点である。我々が使用 してい

る標準工ーゼは内径が1.5mm,そ こで採取する尿量は

約0.01mlで ウリカル トEに 接種する尿量の約1/20で

ある。そ して,エ ーゼの画線方法を工夫すれば,複 数

菌各々の シングルコロニーの区別は可能であ り,含 有

する薬剤の影響 もウリカル トEに 比較すればはるかに

少ない。 これにより,上 述 した事項はdip-slide特 有の

問題点 といえよう。

上記の理由から我々は,1993年 以降に登場 したダイ

アスライ ド7)に注 目した。すでに記述 したようにダイア

スライ ドに接種する尿量はウリカル トEの 約1/100で

あるが,我 々の別報においては7),単 独菌を対象とした

場合にはウリカル トEと ダイアスライ ドの有用性はほ

ぼ同等であ り,複 数菌の分別定量お よび抗菌性物質含

有brothを 用いた結果においては,ウ リカル トEに 比

較 してダイアスライ ドの有用性が高いことが示唆され

た。 しか し,別 報における抗菌性物質存在下の試験は

broth菌 液であり,対 象株数は10株,薬 剤数は3薬 剤

と少なかった。そこで実施したのが今回の検討である。

今回の検討においてはヒト尿を使用 し,対 象株は18株,

抗菌性物質は主として経口の8剤 とした。

今回の結果は,各 々の薬剤のMIC値 ≦6.25μg/mlを

示す株 を感性株,≧12.5μg/m1を 示す株を耐性株 とし

て試みに集計 してみた。これによるとウリカル トEと

ダイアスライ ドの双方に発育 した株数は耐性株におい

てはすべての薬剤で有意差が認め られず,耐 性域 にお

けるbreak pointと 相関 してお り,感 性株においてもニ

ューキノロン系(NQs)2薬 剤においてはbreakpoint

とほぼ相関 していた。 しかし,β-ラ クタム系(β=ac-

tams)6薬 剤では感性株 とした株 もウリカル トEと ダ

イアスライ ドの双方に発育 した株が認め られた。 これ
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ら感性株における相違はNQsと β-lactamsの 作用機

作の違い,β-lactamsに おいては菌液中の β-ラ クタ

マーゼの影響 も考 えられるが.加 ひitroで のbreak

pointの 設定,な かで も β-lactamsに おいては困難を

伴うものと思われた。しか し,上 記の結果 においては

ウリカル トEに 比較 して感性株の大部分がダイアスラ

イ ドには有意差をもって発育 していた。これ らの要因

は前述 した検体尿量 の違いによるものと考え られ る。

上記により,抗 菌性物質含有尿をdip-slideで 培養 した

際 には,そ こで接種 された尿量の差異が培養結果に反

映することが示唆された。

なお,今 回の検討においては各々の薬剤50μ9/mlと

5μ9/ml含 有菌液は5℃2時 間放置 としたが,ダ イアス

ライ ドに発育 したNQs存 在下における供試株の多 くの

菌数は減少 していた。これらの株は5℃ の放置時間を

さらに延長すれば ダイアスライ ドにも発育 しないこと

も考えられることか ら,こ うした実験系 には経時的な

項 目も加 えることが必要と思われた。そ して,実 際診

療においては上部および下部尿路感染症やpHの 違い,

抗菌性物質の組織および尿中濃度の違い,さ らに,抗

菌性物 質による治療 は一定期 間内の反復投与によ り細

菌 との接触時 間は長時間持続するなどの違 いがあ り,

今回の結果か ら,ウ リカル トEと ダイアスライ ドの有

用性の差に立 ち入 ることは不可能 と考えられた。 しか

し,我 々が示 した結果か らは,抗 菌性物質含有(残 存)

尿を対象としたdip-slideの 使用においては,接 種 され

る尿量の違いにより 「偽陰性」が生 じる可能性があ り,

これらはUTI薬 効評価基準における細菌学的効果や再

発判定などに影響することが危惧される。

以上により,臨 床の分野も含めたdip-slideの 利用方

法に関する今 日的検討を期待 したい。

本論文は,第44回 日本化学療法学会総会において編

集委員会に投稿するよう推薦を受けたものである。
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Study of the dip-slides for bacteria detection in urine

－Possible 
problems caused by difference in quantity of urine inoculated-

Yumiko Suzuki, Rika Ishihara, Yukiko Ishii,

Arisa Nakazawa and Koichi Deguchi

Section of Studies, Tokyo Clinical Research Center, 14-4 Senjunaka-cho, Adachi, Tokyo, Japan 

Using "antibiotic-spiked urine specimens", in which each of 6 kinds of -lactams and 2 kinds 
of new-quinolones (NQs) antibiotics are added to bacterial culture media inoculated with 18 of 
strains bacteria including 16 species derived from urinary tract infection specimens, the growth 

performance of 2 different types of dip-slide, URICULT E(R) and DIASLIDE(R) is studied. 
Any strain which had on MIC value of 6.25 //g/ml was regarded as a susceptible strain and 
any strain which had value of 12.5 ,ug/m1 was regarded as a resistant strains. 

(Result) 
DIASLIDE(R) showed better growth performance than URICULT E(R) for the most of the strains 

susceptible to the 8 kinds of antibiotics (P< 0.01) while both dip-slides showed the same growth 

performance by the strains resistant to those antibiotics. 
(Comment) 

The discrepancy in results with the susceptible strain is due to the difference in quantity of 
the specimen inoculated into each dip-slide. Quantity the inoculated into DIALIDE(R) is approxi-
mately 1/100 as much as that used for on URICULT E(R). As the inhibitory effect of antibiotics 
depends on the total quantity of the specimen inoculated into the dip-slide, DIASLIDE can avoid 
escape the false-negative problem even though the urine specimen includes any of the antibiotics.


