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各 種 臨床分 離株 の抗 菌薬感受性 をVITEK 2 systemを 川 い て測定 し,本 学 会標 準 法 のagar dilution法

(AD法)と 比較検討 した。試験 菌株 はStaphylococcus aureus(MSSA,MRSA)111株,Enterococcus 108

株,Streptococcus pneumoniae(PSSP,PISP,PRSP)113株,Pseudomonas aeruginosa 102株,計434

株 の 臨床分離株 を用いた 。使用抗 菌薬 はNCCLS guidelineよ り各菌種 に対 して選定 した。AD法 に よるMIC

値 はNCCLSの カ テゴ リーに よりS,I,Rに 分 類 しVITEK 2 systemの 結 果と比較 した その結 果,MRSA

で は 両法 ともにgentamicin(GM)お よびofloxacin(OFLX)に 対 し,そ れぞ れ約40%お よ び70%が 耐

性 を示 し,一 方,vancomycin(VCM)お よ びsulfamethoxazole-trimethoprim(ST)に は 全株感性 で両

測定法 とも同様 な結果が得 られた。PISP,PRSPのAD法 でceftriaxone(CTRX),cefotaxime(CTX)に

対 しては約20%が,imipenem(IPM)で は66%がIで あ った。VITEK 2 systemで はCTRXの 感 受性結

果はAD法 とよ く一致 していたが,CTXの 感 受性結 果はVITEK 2 systemで は64%がI,IPMで は 全株が

SでAD法 に比べ て前者は耐性,後 者 は感性 となる傾 向が見 られた。Enterococcusに お いて はEnterococcus

faeciumにpenicillin G(PCG)耐 性 株が多 く存 在 した。AD法 でVCM耐 性 を示 したEnterococcus faecalis,

E.faeciumはVITEK 2 systemで も同 じ結 果を示 した。Ceftazidime(CAZ)耐 性 のP.aemginosaで は

piperacillin(PIPC),cefpiromeな ど の β-lactam薬 に 耐 性 を 示 す 株 が 多 く存 在 した がciprofloxacin,

levofloxacinの キ ノロ ン系薬 には多 くの株が感性 であ った。逆 にIPM耐 性 株で はPIPC,CAZに 感 性 を示

す株が70%程 度 と多 く,キ ノロン系薬 には約 半数が耐性 であった 。これ らの成績はAD法,VITEK 2 system

と も によ く一致 していた。以上 の結 果か らVITEK 2 systemに よる感受性 成 績 は本学 会標 準 法のAD法 に

よる値 とよ く一致 し,臨 床 にお いて有用 である と思 われた。
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各種臨床分離株の抗菌薬感受性測定には簡便なdisk diffu-

sion testや 市 販自動機器を用いた方法が広 く利用 されてい

る。National Committee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS)のguideline1)に はdisk diffusion testお よびagar

dilution法 を用いた抗菌薬感受性測定法が掲載 され,各 種病

原細 菌 を対象 に臨 床 に報 告すべ き薬 剤 を選定 し,そ の

breakpointが 定め られている。これ らのbreakpointの カ テ

ゴリーについては自動機器等にも多 く利用 されている。

一方
,わ が国における日常の臨床微生物検査室で実施 され

るdisk diffusion testはNCCLSの 基準が広 く利用されてお

り,MIC測 定 は 一部 自動機器やmicroplateを 用 いた微量液

体希釈法によって測定 されている。

今回われわれはわが国においても多 く利用されている全 自

動細菌検査装置VITEK systemの 後継機器であるVITEK 2

systemを 用い臨床で主に分離される各種抗菌薬耐性 菌を含

む臨床分離株に対する感受性を測定 し,口 本化学療法学会標

準法のagar dilution法 に よる成績 と比較検討 したので報告

す る。

I.材 料 と 方 法

1.試 験 菌 株

1999年 に 全 国 の 医 療 施 設 に お い て 細 菌 感 染 症 が 疑 わ

れ た 患 者 検 体 よ り 分 離 さ れ た 以 下 の 菌 種 を 用 い た 。

Methicillin resistant Staphylococcus aureus(MRSA)

53株,methicillin susceptible S.aureus(MSSA)の

う ち β-lactamase産 生24株,非 産 生34株,penicillin

susceptible Streptococcus pneumoniae 58株,penicillin

intermediate S .pneumoniae 39株,penicillin resis-

tant S.pneumoniae 16株,vancomycin耐 性 株 を 含 む

Enterococcus faecalis 45株,Enterococcus faecium 53

株,Enterococcus gallinarum 3株,Enterococcus casseli-

flavus 7株,無 作 為 に 選 定 し たPseudomonas aerugi-

nosa 52株,CAZ耐 性P.aeruginosa 25株,IPM耐 性

P.aeruginosa 25株,合 計434株 を 用 い た 。

こ れ ら の 試 験 菌 株 は 実 験 に 供 す る ま で ス キ ム ミ ル ク に
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て-80℃ に 保 存 し,試 験 目 に 合 わ せ 由 培 養 し た も の を

用 い た 。

2. 使 用 機 器 お よ び 感 受 性 パ ネ ル

試 験 菌 に 対 す る 自 動 機 器 に よ る 薬 剤 感 受 性 はVITEK

2 system(bioMerieux Vitek,Inc.Hazelwood,MO,

U.S.A.)を 用 い.感 受 性 パ ネ ル と し てStaphylococcusに

対 し てAST-P 519,S.pneumoniaeに はAST-P 518,

Enterococcusに 対 し て はAST-P 516お よ びP.aerugi-

nosaに 対 し て はAST-N O11を 用 い た 。 対 象 薬 剤 は

NCCLS guideline M100-S91)の 選 択 基 準 に 従 い.Table

1の 組 合 せ で 用 い た 。

3. 使 用 抗 菌 薬

寒 天 平 板 希 釈 法 に よ るMIC測 定 用 薬 剤 と し てpeni-

cillin G(PCG;SIGMA),oxacillin(MPIPC;SIGMA),

erythromycin(EM;SIGMA),gentamicin(GM;

SIGMA),ofloxacin(OFLX;SIGMA),vancomycin

(VCM;SIGMA),sulfamethoxazole-trimethoprim(ST

合 剤;SIGMA).ceftriaxone(CTRX;SIGMA),cefo-

taxime(CTX;SIGMA),imipenem(IPM;萬 有 製 薬),

piperacillin(PIPC;SIGMA),ceftazidime(CAZ;

SIGMA),cefbpime(CFPM;明 治 製 菓),meropenem

(MEPM;住 友 製 薬),levofloxacin(LVFX;第 一製 薬),

ciprofloxacin(CPFX;SIGMA)の す べ て 力 価 の 明 ら か

な16薬 剤 を 用 い た 。

4. MIC測 定 と 判 定 基 準

MICの 測 定 は 日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 の 寒 天 平 板 希

釈 法2)(agar dilution法)に よ り 測 定 し た 。 す な わ ち

Mueller Hintonbroth(MHB,Difco)で 一 夜 培 養 し た

菌 液 を 同brothで 接 種 菌 量106CFU/mLに 調 製 し,各

薬 剤 濃 度 を 含 むMueller Hinton medium(MHM,Difbo)

に ミ ク ロ プ ラ ン タ ー(佐 久 間 製 作 所)で 接 種 し,35℃

で18時 間 培 養 後,肉 眼 的 に 発 育 の 認 め ら れ な か っ た 最

小 濃 度 をMICと した。S.aureusに 対 す るMPIPCの

MIC測 定 時 の みMHMに2% NaClを 添 加 し,S.

pneumoniaeはMHMに5%馬 脱 繊 維 血液 を加 え 血 液

寒 天培地 として用いた。 ただ し,agar dilution法 の 薬

剤 濃 度 範 囲 は128μg/mL 0.06μg/mLの2倍 希 釈 系

列で測定 した。

各抗 菌薬 に対する試験 菌株のS(感 受性),I(中 間),

R(耐 性)の 分 類 は 得 ら れ たMIC値 に よ りNCCLS

guideline M100-S91)の 判 定 基準 に従 い行った。

II. 結 果

S.aureusのVITEK2 systemお よびagar dilution

法 に よる各種抗 菌薬 感受性 の成績 をTable2に 示 した

MSSAはPCGに 対 して55.2%がRを 示 し,両 法 と も

同 し値 であ った 。その他 の薬 剤 には ほ とん どのMSSA

は 感 受 性 を 示 しEMを 除 き両 方ほ ぼ 同 じ成績 で あ っ

た。EMに 対 して はVITEK2 systemでSお よびRを

示 した株 の 一部はagar dilution法 でIと なった。MRSA

はEMに 対 してVITEK2 systemで ほ とん どの 株 がR

に対 しagar dilution法 でIと なった株 は11株(20.8%)

存 在 し,VITEK2 systemと の 相違 が見 られた。GMお

よびOFLXに 対 して は約40%お よ び約70%がRを 示

し両 法 と も同 様 な結 果 で あ っ た.VCMお よ びSTに

MRSAは す べ てSを 示 した

Table3に はS.aureusに お け るagar dilution法 に

対す るVITEK2 systemの 感 受性差 異を示 した。MSSA

のPCGに 対 す る感受性結 果にvery major error(VME)

お よ びmajor error(ME)が そ れぞ れ1例 ず つ 認め ら

れ た。MRSAに は これ らVMEお よ びMEは ま った く

な く,MSSAお よ びMRSAのEM感 受性 にminor error

(MIE)が8例 お よび11例 見 られた。

S.pneumoniaeの 成 績 をTable4に 示 した。Penicil-

lin susceptible S.pneumoniae(PSSP)58株 にお いて

Table 1. Antimicrobial drugs using for MIC
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Table 2. Susceptibilities determined with the VITEK 2 system and agar dilution reference by interpretive eategory for Staphylococcus aureus

Table 3. Interpretive discrepancies by the VITEK 2 system and agar dilution reference for Staphylococcus aureus isolates

N. A.: not applicable

EMに 対 しRを 示 し た 株 はagar dilution法 で58.6%,

VITEK2 systemで56.9%で あ っ た 。 そ の 他 の 薬 剤 に

対 し て はR株 は ほ と ん ど な くVITEK2 systemに よ る

PCG,OFLXにIが24.1%,22.4%存 在 し た 。 ま たST

に 対 し て はagar dilution法 で15.5%,VITEK2 system

で19.0%がIで あ っ た 。Penicillin intermediate S .

pneumoniae(PISP),penicillin resistant S.pmumo-

niae(PRSP)55株 で はCTRXのSは 両 法 で78 .2%,

残 り はIで21.8%で あ っ た 。CTXに 対 し て はagar

dilution法 に よ るSは76.4%に 対 し,VITEK2 system

は34.5%で 相 違 す る 結 果 と な っ た 。 ま た,IPMに 対 し

agar dilution法 のSは34.5%に 対 しVITEK2 system

で は100%がSで,前 述 のCTXと は 逆 の 傾 向 で あ っ

た 。EMに は 両 測 定 法 で ほ と ん ど の 株 がRと な り,ST

に 対 し て 約75%がI,7.3%はRで あ っ た 。

両法 にお け る感受 性差異 で はS.pneumoniaeで はい

ず れ の薬 剤 に 対 して もVMEお よ びMEは ま っ た く見

られ な か った がMIEはPISP,PRSPに 多 く存 在 した

(Table5)。 比 較 的 多 くMIEが 見 られ た の はPSSPの

PCG,OFLXに 対 す る14株 お よび11株,PISP,PRSP

のCTRX,CTXお よ びIPMの12株,26株 お よ び36

株 で あった。

Enterococcusに 関 す る成 績 をTable6に 示 した。E.

faecalisに お いて両 法 と もPCGにRの 株 は存在 しなか

った。EMに 対 して はSが 約30%,Iが 約40%,Rが

約30%と 両 法 ほ ぼ同様 で あ っ た。VCMに 対 して 本菌

は2.2%(1株)がRで 両法一致 した。

E.faeciumに お い て は前 述 のE.faecalisと は 異 な

りPCG耐 性 株 は64.2%と 多 く存在 した。EMに 対 して

はほ とん どの株がIま たはRでagar dilution法 にIと
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Table 4. Susceptibilities determined with the VITEK 2 system and agar dilution reference by interpretive category for Streptocoeeus pneumoniae

Table 5. Interpretive discrepancies by the VITEK 2 system and agar dilution reference for Streptococcus pneumoniae isolates

N. A.: not applicable

Table 6. Susceptibilities determined with the VITEK 2 system and agar dilution reference by interpretive category for Enterococcus
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なる株が 多かっ た。VCMI耐 性 株は15%(8株)存 在 し

両法 ともに完 全に一致 した。

E.gallinarum,E.casseliflaous 10株 に お い てE.

faecalis同 様 にPCG耐 性 株 は まっ た く存在 せず,EM

にIま たはRを 示す株が約 半数であった。VCMに 対 し

て は試 験 した10株 すべ てIま た はRでagar dilution

法 で はRと なる株 はなか ったがVITEK2 systemで20

%(2株)存 在 した。

今回 用 い たEnterococcusに お い て 両 測 定 法 に よ る

VMEお よ びMEは ま った く認め られずE.faeciumの

EMでMIEが 多 く18株 に 見 られた(Table7)。

P.aeruginosaのagar dilution法 お よ びVITEK2

systemに よ る 各種抗 菌薬 感受性 成績 をTable8に 示 し

た。 まず無 作為 に選定 したP.aeruginosa 52株 に お い

ていずれの薬剤に対 して も両法 ともよ く 一致す る成績 が

得 られた。本 菌は,STを 除 くすべ ての薬剤 に対 し84.6

%以 上Sを 示 したが,STに 対 して はほ とん どがRで あ

っ た。CAZ耐 性 のP.aeruginosaに お い てVITEK2

systemで1株 はCAZにIと なっ た。PIPCに 対 して は

両法 とも約80%がR,CFPMに 対 して もIお よびRを

示す 株が ほ とん どで あ った。MEPMお よ びIPMに 対

しては両 法 ともにSお よびRが 同程 度存 在 した。GM

に 対 しては約60%,LVFX,CPFXに は 約90%がSを

示 し両法 とも同様 な傾向であ った。IPM耐 性P.aerug-

inosaに お い てVITEK2 systemで1株 はIPMにIと

なった。PIPC,CAZに 対 して はSと な る株 が約70%

と多 く存在 し,両 法 ともほぼ一致 していた。逆 に両法 と

もMEPMに は 約60%がRを 示 し た。GMお よ び

CPFXに はSお よびRを 示す株が 同程度存在 し,LVFX

にはRと なる株が若干 多か った。STに はほ とん どの株

が耐性であ った。

Table9に これ らP.aeruginosaのagar dilution法

お よびVITEK2 system間 の 感受 性 差 異 を 示 した。無

作為 に選定 したP.aeruginosaに お い てはIPM,STに

各1mこWEが,IPMにMEが1例 見 られ た。CAZ

耐 性 の 同菌 に お い て はSTに1例VMEが,PIPCの1

例 にMEが 認 め られた。IPM耐 性 株 において もMEPM

の1例 にVME,CFPMの1例 にMEが 認 め られ た。

そ の 他MIEは 各 薬 剤 に 散 見 され た がCAZ耐 性P.

aeruginosaのCFPMに9株 と多 く認め られ た以 外は偏

って 多い例 は見 られ なかった。

III. 考 察

VITEK systemは わ が国 の臨床 微生物検 査室 にお いて

広 く利用 され てい る 全 自動細 菌同定 感 受性 装 置の1つ

であ る。 不装 置は カー ド型の 同定用パ ネル また は感受性

測定用パ ネルに菌液 を自動 で吸 い 上げ装 置内で培 養か行

われ 自動判定 を行 い,コ ン トロール ウエ ルの陽性 と共に

結 果を読み取 り成績 と してoutputさ れ る きわめ て簡便

な 自動機 器で ある。VITEK systemは 主に欧 米諸国 にて

広 く利用 され 自動 機器 と しての有用性 について は多 くの

施設において評価 されてい る3,4)

今 回 評 価 を 行 ったVITEK2 systemは 従 来か ら用 い

られて きたVITEKの 改 良機 種で,従 来機 との改 良点は

反応 パ ネルの ウエ ルが30か ら64に 増 加 した こと,デ

ー タ処理 ソフ ト(Advanced Expert System:AES)の

導 人に よ り各種 耐牲 菌の分 類が 可能 に な った こ とであ

る。

今回本機 を用い近年問題視 されてい る各種抗 菌薬耐性

菌 を含む臨床分離 株の感受性 を測定 し,本 学 会標準法で

あ るagar dilution法 に よる成績 と比較 検討 した

まず,本 機で 得 られた 感受性 成 績 にお い てMSSAに

はPCGを 除 き用 いた抗 菌薬 に耐性 株 は少 な く,MRSA

に お いて もGMに 対 し,約60%は 感 受性 で あった。一

般 にMRSAの 多 くはGMに も 耐性 を示 す5)と いわ れて

い るが,今 回の成績 で は感受性 株の方が 多 く見 られた。

この 要因につ いて明確 に述べ る ことはで きないが.熊 本

ら竜6)が報告 して いる とお り近年 に分離 され ているMRSA

にGM感 受 性 率が 高 くな って いる現 象 と同 様 な傾 向を

示 した。

PSSPは 比 較検 討 した薬剤 の中でEMに 耐性 を示す株

が 多 く,ま た感性 か耐性 の どちらかに分布す る二峰性を

示 した。 この こ とはEMに 対す る本菌 の耐 性 機構 に よ

る もの と考 え られ る。PISP,PRSPはEMに 対 し,よ

り耐性 側に シフ トし感性 株はほ とん ど存在 しなかった。

PISP,PRSPのEMを 含 む耐性化 は宇野 ら7)も指摘 して

いる とお り小 児科 領域 にお ける中耳炎 な どの再 発 を繰 り

返す疾 患 に深刻 な問題であ ろう。

Enterococcusに お い て特 徴 的 だ った こ とは われ われ

が過 去 に報 告 した 成績8)と 同様E.faeciumにPC耐 性

株 が 多 くE.faecalisと 他 のEnterococcusに は 耐 性株

Table 7. Interpretive discrepancies by the VITEK 2 system and agar dilution reference for Enterococcus isolates

N. A.: not applicable
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Table 8. Susceptibilities determined with the VITEK 2 system and agar dilution reference by interpretive category for Pseudomonas aerugmosa

CAZ: ceftazidime, IPM: imipenem

Table 9. Interpretive discrepancies by the VITEK 2 system and agar dilution reference for Pseudomonas aeruginosa isolates

N. A.: not applicable

CAZ: ceftazidime, IPM: imipenem
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が明 らかに少なか った。

今回 無作 為 に選 択 したP.aeruginosaの 感 受 性 で は

ST合 剤 を除 き試験 した抗 菌薬 いずれ に対 して も多 くの

株が感性 を示 した。特 にfluoroquinolone 両 薬 剤お よび

β-lactam系 に 対 しては約90%以 上が感性 であ った。

なかで もPIPCは52株 中51株 が 感性 を示 し単に感 受

性 率か ら見る ともっ とも高い 値で あ った 。この こ とは

NCCLSか 定 め るinterpretive standard1)がS:≧128

μg/mLと 高 い ことが起 因 しているのであろ う。

次 にagar dilution法 との比較で は全般 的に よく一致

す る成績 が得 られた。特に 今回 主に検 討 した各種 耐性 株

の判定には優 れた結 果であ った。MRSAお よ びVREに

つ い て はVITEK2 systemに よ りすべ て 正 しく判定 さ

れ た。 こ れ ら の 成 績 はKnappら9)やGarcia-Garrote

ら10)によ って報 告され た結 果 と同様,こ れ らの 菌種 の検

出に対する 有用性 を裏づ ける ものであった。

一 方S.pneumoniaeに つ い て はPISP ,PRSPに 対

して本機 に よって正 し く表現 され た もの のPSSPの 約

24%はPISPと な っ た。 この要 因 と して は莢膜 保 有株

に対す る正確 な菌液調 製の難 しさが影響 してい るもの と

思 われ る。実 際PSSPはPISP,PRSPに 比 べ 英膜 を保

有す る株が多 い といわれている11)。

他 方,agar dilution法 に よって分離 したIPM耐 性 お

よ びCAZ耐 性P.aeruginosaの そ れ ぞ れ1株 に

VITEK2 systemでIと なる株が認め られた。 これ らの

株 に対す るVITEK2 systemで 求 めたIPMお よびCAZ

のMICは そ れ ぞ れ8μg/mLお よ び16μg/mLとagar

dilution法 に よって得 られたMICに 比 べ1管(2倍)低

かっ たた めにNCCLSの カ テ ゴ リーで 差異 が生 じた。

この2株 につ いて は再度測 定 を行 い確 認 したが 同様 な

成績 であ った。 すな わちMIC値 の1管 の違い に よって

感受性 のカテ ゴリーは異 なることは十 分に認 識 してお く

必 要 が あ るだ ろ う。Biedenbachら12)も 本 菌 に対 す る

IPMやAZTのVITEK2 systemに よ るMIC値 の エ ラ

ーについて指摘 しその頻度 につ いては ,使 用者ヘ アナ ウ

ンスすべ きと述べて いる。 また,P.aeruginosaの 多 く

の菌株や,そ の他一部の菌種(株)に は接 種用菌液の調

製が困難な場 合があ る。 この よ うな菌株 の測定成績 につ

いては特 に注意す る必要が ある。 使用者側か らの立場 と

して もこれ らの情報 を含め 自動機器 の特 徴 を把握 した上

で測定 を行 うことは重要 なこ とである。

以 上の こ とか らVITEK2 systemは 菌 液 調製 が 困 難

な特殊 な株 を除 き,臨 床 で問題 となってい る各種耐性 菌

を含 む臨床分離株 に対 して正 しい感受性 成績が得 られ,

本 学 会標準法であ るagar dilution法 と よ く一致す る こ

とが確 認 され た。 さ らにデ ー タ処 理 ソ フ トAdvanced

Expert systemに よって感染症新法に対応する四類感染

症の各種耐性菌を正 しく分類し,表 現で きる臨床に有用

な機器,シ ステムであることが示唆された。

最後に,本 検討を実施するにあた り長期間にわた り

VITEK2 systemを 貸与いただき 十分な測定パネルを供

給 していただいた日本ビオメリュー社に深謝する。
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Evaluation of a new VITEK 2 system for antimicrobial-susceptibility testing of

434 clinical isolates

Hiroe Muraoke, Takako Nishiyama1), Hideaki Koyama1), Miyuki Hasegawa1),

Intetsu Kobayashi1,2) and Keizou Yamaguchi2)1

)Ch
emotherapy Div., Mitsubishi Kagaku BCL, 3-30-1 Shimura, Itabashi-ku, Tokyo 174-8555, Japan

Dept. of Microbiol., Toho Univ. Sch. of Med.

Our study was to evaluate a VITEK 2 system to determine antimicrobial susceptibility in clinical

isolates. The 434 strains tested consisted of 111 Staphylococcus aureus (MRSA, MSSA), 108 Enterococcus,

113 Streptococcus pneumoniae (PSSP, PISP, PRSP), and 102 Pseudomonas aeruginosa. Antimicrobial

-susceptibility tests were evaluated by comparing the VITEK 2 system to S, I, and R categories determined

by agar dilution following the standard method of the Japan Society of Chemotherapy. Similar results were

obtained for MRSA by both methods wherein approximately 40% of tested strains were resistant to

gentamicin (GM) and 70% to ofloxacin (OFLX), while all were susceptible to vancomycin (VCM) and

sulfamethoxazole-trimethoprim (ST). With PISP, PRSP agar dilution, approximately 20% of ceftriaxone

(CTRX) and cefotaxime (CTX) and 66% of imipenem (IPM) were determined to be "I", The susceptibility

result for CTRX obtained by the VITEK 2 system agreed well with that obtained by agar dilution. The

VITEK 2 system determined 64% as "I" for CTX and all strains as "S" for IPM, showing a tendency for CTX

to be resistant and IPM to be susceptible compared to agar dilution. For Enterococcus, many penicillin G

(PCG)-resistant strains were seen in Enterococcus faecium. Enterococcus faecalis and Enterococcus

faecium determined as VCM-resistant by agar dilution showed the same results as for the VITEK 2

system. For ceftazidime (CAZ)-resistant P. aeruginosa, many strains were resistant to ƒÀ-lactams,

including piperacillin (PIPC) and cefpirome, but were susceptible to quinolones such as ciprofloxacin and

levofloxacin. Approximately 70% of IPM-resistant strains were susceptible to PIPC and CAZ, and about

half were resistant to quinolones. Results obtained by agar dilution and the VITEK 2 system thus agreed

closely. In conclusion, these results demonstrate that VITEK 2 system performance is equivalent to agar

dilution MIC reference and useful in routine clinical microbiology laboratory procedures.


