
抗菌薬感受性測定法検討委員会報告(1992年)(委 員長:斎藤 厚)

日本化学療法学会抗菌薬感受性測定法検討委員会(前 委員長;五 島瑳智子)は,好 気性 の一般細菌を対象 とし

た微量液体希釈法について検討 を加 え,そ の成績 を第37回 日本化学療法学会総会(1989年,東 京)に おいて報

告し,そ れを学会標準法 として制定 した(Chemotherapy38:102～105,1990)。 委 員会ではこれに引続 き,① 測

定用培地に添加するCa++,Mg++量,② 栄養要求性の厳 しい菌種 を対 象とした培地成分,③ 嫌気性菌を対象 と

した微量液体希釈法,な どについて も検討 を加 え,そ の成績 については第39回 日本化学療法学会総会(1991

年,東 京)に おいて報告 した。その後,上 記検討項目について幾つかの修正 を加 え,こ れを標準法(案)と して

第40回 日本化学療法学会総会(1992年,名 古屋)に おいて提案 し,学 会員から意見を広 く求 めた。

今回,原 案に若干の修正 を加えた以下の方法 を日本化学療法学会標準法 として追加する(平 成5年2月)。
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委員会までご連絡下さい。
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1.微 量 液体希釈 法に よるMIC測 定 法(日 本化学療法学会標 準法)の 一部修 正

日本化学療法学会抗菌薬感受性測定法検附委員会報告 として,[微 量液体希釈に よるMIC測 定 法(微 量液体

希釈法)-日 本化学療法学会標準法-]を,Chemotherapy 38: 102～105, 1990年 に掲載 したが,そ の後,同 委員

会 において測定法の検討を重ねた結果,今 回,以 下の項目について測定法の修正を行うこととなった。 は

修正箇所 を示す。

[修正1](P 103)

2.感 受性測定用培地

感受性測定用培地 は,Mueller- Hinton broth(組 成;肉 抽出液3009,カ ザ ミノ酸17.59,デ ンプン1.59,精

製水1,000ml)を 用 い,滅 菌後の培地pHを7,2～7,4(25℃)に 調整 し,更 にCa++25～50mg/L,Mg++12,5

～25mg/Lと なるよう,滴 量を添加Lて 使用 する。

(Cation-ajusted Mueller-Hinton broth: CAMHB

以下 同文。

[修正2](P 103)

4.接 種 用菌液の調製および菌の接種

一夜培養 した寒天平板上の被検菌体 を滅菌生理食塩液で0 .5McFaτand(約10℃FU/ml)相 当 に懸濁 し,こ

れを滅菌生理食塩液で10倍 に希釈(約107CFU/ml)し て接種用菌液とする。

各 ウエルへ この菌液 を,1～51接 種 し 最終接種菌量 を約5×104CFU/ウ エル とする。菌液調整後15分 以内

に接種する。

以下同文。

[修正3](P 104)

1.2価 イオンの調製法と感受性測定用培地への添加法

1)培 地中の2価 イオンの定量が可能な場合

Mueller- Hintonbroth中 の2価 イオンの濃度を測定 し 最終濃度がCa鱒25～50/LM++12.5～25m/

Lの 範 囲に入 るよう,必 要な量を添加する。

Ca++調 製 液は,塩 化カルシウム(CaC12・2H20)3.689を 精 製水100m1に 溶解(10mg・Ca++/ml)後,ろ 過

滅菌し,必 要量を,滅 菌したMueller- Hinton broth 1,000mlに 添加する。またMg++調 整 液は,塩 化マグネシ

ウム(MgCl2・6H20)の8.369を 精 製水100m1に 溶解(10mgeMg++/ml)後,ろ 過滅菌し,必 要量 を。滅菌

したMueller-Hinton broth 1,000mlに 添 加す る。

2)培 地中の2価 イオンの定量が不可能な場合

Mueller-Hinton broth中 に含 まれる2価 イオ ンの量が表示されている場合は,表 示されている量 を基準とし

て,補 正に必要な量だけ2価 イオンを添加する。

Mueller-Hinton broth中 に含 まれ る2価 イオンの量が記載されていない場合 は,滅 菌 したMueHer-Hinton

broth 1,000mlに,前 記の,Ca++調 製液(10m・Ca++/ml)2-5mlと,M++調 製液(10・M++/ml) 1.25

mlに 添 加する。

培地中の2価 イオン濃度 は,特 にPseudomoms aeinosaの ア ミノ配糖体系抗菌薬およびテ トラサイクリン

系抗菌薬に対するMICに 大 きな影響を与 えるため,Aeudomoms aeruinosa ATCC 27853のMICを 参考にし

て精度管理を行 う必要がある。
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P.aeruginosa ATCC 27863のMIC値 の許容範囲(参 考催)

(単位は μg/ml)

[修正4](P105)

5.い わゆるMRSA(メ チ シ リン耐性黄色ブ ドウ球菌)の 検出法

2価 イオン調製Mueller-Hinton broth(CAMHB)1,000m1に 塩化 ナ トリウム(NaC1)209を 添加 した培

地を使用し,オ キサシ リン(MPIPC)に 対 するMICを 測定する。MICが4μg/ml以 上 を示 した童色 ブ ドウ球

菌は耐性株 とし,い わゆるMRSAと 判 定する(メ チシ リンでMICを 測定するよりもオキサシ リンを用いた方

がMRSAを 検 出しやすいため)。

II.(追 補1)栄 養 要求性 の厳 しい菌種 を対象 とした培地の調整 および感受性測定法

はじめに

一般細菌 に対す る微量液体希釈法 による薬剤感受性測定標準法が1990年 に制定 された(Chemotherapy 38-

102～105,1990)。 しか し,本 法に指定 されている培地で は発育の見 られないものや,発 育性が極めて悪い菌種

が存在することか ら,こ れ らの栄養要求性が厳 しい菌種の中で,と くに臨床上起炎病原体 として重要で且つ分離

頻度の高い菌種 を対象に検討 を加 え,以 下の方法 を標準法 として採用することにした。

1.対 象菌種

Haemopkilus spp.(H.ducreyiを 除 く),

Listeria spp.

Streptococcus spp., Enterococcus spp.

M.(B.) catarrhalis

2.接 種 法

(1)寒 天平板上で一晩純培養 した検菌の集落を無菌的にかき取 り,こ れをMueller-Hinton broth(MHB)に

懸 濁 し,0.5McFarlandに 調 製し被検菌液 とする。

(2)上 記被検菌液 をさらに10倍 に希釈 し,こ の菌液 を適当な接種器(接 種量;1～5μl)を 用 いて,約5×104

CFU/ウ エルの菌量 となるように感受性試験用マイクロプレー トに接種する。

3.測 定用培地;

基礎培地:CAMHB(Ca++,Mg++調 製Mueller-Hinton broth)

添 加 物:(1)NAD(Nicotinamide adenine dinucleotide);15μg/ml

(2)馬溶血液;2～5%

(3)酵母 エキス;5mg/ml

(注1)培 地pHが7.2～7.4の 範囲にあることを確認すること。

(注2)ヘ モ フィルス属以外 は[CAMHB+馬 溶血液]の みの培地 を用いて もよい。

4.培 養法;35℃,通 常環境下で培養す る。
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5.判 定;MICの 判 定は18～24時 閥培養後 に行 う。肉眼的に菌の発育が認められな くなる最 も低 い薬剤濃度

を以てMICと す る。

判定 は,本 学会標準法の微量液体希釈 によるMIC測 定 法(Chemotherapy 38:102～105,1990)に 準 じて行

う。

(注3)用 い る馬溶血液の溶血 ろ過が充分でない場合には,培 地中に沈殿物 が生 じ菌塊 と誤 って判定される

ことがあるので,被 検菌非接種 ウエルの陰性対照 と比較 し,沈 殿物 か菌塊かの鑑別を正 しく行う必

要がある。

6.精 度管理用菌株とMICの 許容範囲(参 考値)

(単位は μg/ml)

III.微 量液体 希釈法 による嫌気性菌 のMIC測 定 法

日本化 学療 法学会標準法

1.抗 菌薬の保存法

抗菌薬 は吸湿防止のためデシケーターに入れ,冷 暗所 に保存す る。使用に際 しては室温 に戻 してか ら秤量す

る。

2.薬 剤感受性測定用培地

薬剤感受性測定用には,検 査対象 となる嫌気性菌が良好に発育する液体培地を用いる(付 則一1)。

U字 型ウエルのマイクロプレー トを使用 し,薬 剤 を含有す る感受性測定用培地 を1ウ エルあた り0 .1±0。02

ml分 注 したものを,薬 剤感受性測定用マイクロプレー トとする。 この とき対照 として薬剤 を含有 しない培地を

分注 したウエルを設 けなければな らない。作製 したプレー トの専用の シールで密閉 した後,-60℃ 以 下に保存

し,3ヵ 月以内に使用する。なお安定性の悪い薬剤(β-ラ クタム剤など)を 使用する場合,こ の期間中において

も薬剤力価 の低下が認め られる場合があるので十分な精度管理が必要である。-60℃ で凍結保存 した薬剤感受性

測定用マイクロプレー トは,使 用に先立 ち艀卵器内で速やかに解凍 し,予 備還元操作 を行 う。すなわちマイクロ

プレー トに貼 られたシールをはがして,滅 菌プレー トで蓋をした後 ,薬 剤感受性測定用マイクロプレー トを嫌気

環境下に4時 間以上静置 し,培 地 を還元する(付 則-2)。

3.抗 菌薬の溶解 および希釈法

水溶性の薬剤は原則 として滅菌精製水で溶解する。水 に不溶性ないし難溶性の薬剤 は必要に応 じてできるだけ

少量のエチルアルコール,緩 衝液,NaOH溶 液,DMSOな どで溶解 した後,精 製水や緩衝液 を用いて所定の濃

度まで希釈 して薬剤原液 とする。薬剤原液をさらに希釈する際には滅菌 した感受性測定用培地を用いて行う。

抗菌薬の希釈濃度は1μg/mlを 中心 とした下記に示す2倍 希釈系列 とする。力価 としてmitで 表 示されてい

る薬剤も,可 能な限 りμg/mlに 換 算する。

薬剤の希釈例(参 考文献1)。

128,64,32,2,1,0.5,0.25,0 .12,0.06μg/ml
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4,接 種用薗液の調製および薗の接種

通常2日 問培養した嫌気性菌用寒天培地上の被検菌を菌液調製用培地に1McFarlandと なるように懸濁する

ことにより最初の菌液調製を行う。これをさらに菌液調製用培地で5倍 に希釈(約1×108CFU/ml)し て最終

的な接種菌液とする。菌液調整用培地としては,原 則として感受性測定用培地を用いる。この菌液を適当な接種

装置を用いて,最 終接種菌量が好気性菌の場合の10倍 に相当する約10aCFU/ウ エルとなるように各ウエルへ

接種する。菌液調製後30分 以内に接種するようにし,接 種後速やかに嫌気条件下で培養を開始する(付 則一3)。

5.培 養条件

嫌気性グローブボックス内,ま たは嫌気性ジャーを用いて35℃40～48時 間培養する。嫌気性指示薬を使用

し,嫌 気条件下で培養が行われたことを必ず確認する。培養に際し,各 ウエルの培養温度を均一にするために,

マイクロプレートの積み重ねは3枚 までとし,4枚 以上重ねることは避ける。

6,判 定

判定に際しては,対 照に用いた薬剤を含有しない培地での菌の発育を確認した後,発 育が肉眼的に認められな

いウエルのうち,最 小の薬剤濃度をもってMICと する。

下記の基準に従って判定する(参 考文献1)。

1)発 育陽性の判定基準

肉眼的に混濁または直径1mm以 上の沈殿が認められた場合

沈殿物の直径が1mm未 満であっても沈殿塊が2個 以上見られた場合

2)発 育阻止の判定基準

肉眼的に混濁または沈殿が認められない場合

沈殿があっても直径が1mm未 満で1個 の場合

3)薬 剤希釈系列中に不連続な発育が認められた場合(ス キップ現象)は 判定を保留とし再検する。再検にお

いて不連続な発育が再現された場合には,汚 染菌の混入がないことを確かめた後,最 終的に発育を阻止し

た最小濃度をもってMICと する。

7.精 度管理

測定の都度,精 度管理用菌株を用いて精度管理を行う(付 則一4)。

<付 則>

1.薬 剤感受性測定用培地

嫌気性菌の多くの菌種の発育を一様に支持できる最適の培地を発見することはできなかった。従って現時点で

は以下に示すわが国で比較的使用頻度の高い2種 の嫌気性菌用液体培地のいずれかを用いることを推奨する。い

ずれの培地もブドウ糖の含有量が高いので,各 培地容器に記載された滅菌温度を忠実に守 りカラメル化による培

地の着色増強を低く押さえるように注意する。

1)ABCMブ イヨン(栄 研化学)

2)変 法GAMブ イヨン,GAMブ イヨン(日 水製薬)

嫌気性菌用液体培地としては,そ の他Schaedletブ イヨン(ヘ ミン ・メナディオンを添加すること)お よび

AnaerobeBrothな どもある。これらの嫌気性菌の発育支持力は,こ のままの処方では総合的に見て推奨した2

培地に比較し劣ると判断された。しかし透明度は優れているので,菌 液調製用培地として推奨できる。

2.感 受性測定用マイクロプレー トの予備還元

凍結保存されていた感受性測定用マイクロプレー ト.ま たは新鮮作製された感受性測定用マイクロプレー ト

は,予 備還元を行わずに使用してはならない。それぞれ解凍,あ るいは作製後最低4時 間程度,室 温で培地の還

元を行った後使用する。ただし予備還元が一夜以上に及ぶ場合には,冷 暗所に保存する。

予備還元を行わなくてもBacteroides(旧 分類のB.fragilis groupの み)の 多くの菌株のMIC測 定は可能であ
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っ た 。 し か しEacteroi4es以 外 の Clostridium difficile, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, PePtostre.

ptococcusな どの広範囲の菌種のMIC測 定 を同時に可能にするため,煩 雑ではあるが,あ えて予備還元 を義務づ

けることにした。

3.菌 液濃度の調製

B.fragilis ATCC 25285を 用 いた検討から1 McFarlandの 濁度の菌液が3×103～8×106CFU/mlの 生菌数を

示す ことが明 らかとなった。従 って最初の菌液醐製により得 られた1McFarlandの 菌液 を5倍 程度希釈すれば

1×108CFU/mlに 近 い菌液 を得 ることができると判断 された。 しか し,菌 液の濁度 とそれに含 まれ る生菌数と

の関係 は,菌 種によって著し く異なるので,最 初の菌液調製時 にその点を考慮 にいれる必要がある。以下に5倍

希釈する前の最初の菌液調製法の指針を示す。

a)1 McFarlandに 調 製すればよいと考えられる菌種

Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nucleatum,

Eubacterium lentum, Propionibacterium acnes (2日 培 養の集落 を用いる)

b)1 McFarlandよ り濃 く調整する必要があると考えられる菌種

Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus asaccharolyticus,

Peptostreptococcus anaerobius (2日 培 養の集落 を用いる)

Clostridium perfringens (一夜培養の集落を用いる)

Clostridium difficile (一夜培養の集落 を用いる)
c)1 McFarlandよ り薄 く調整する必要のあると考えられる菌種

Veillonella parvula (2日 培養の集落 を用いる)

4.精 度管理

測定の都度下記の菌株を用いて精度管理を行うことが望ましい。それぞれの菌株の微量液体希釈法での精度管

理基準については,委 員会としては現時点で以下の7薬 剤に関する基準を提案することができる。

精度管理用菌株

Bacteroides fragilis  GAI 5524, ATCC 25285

Bacteroides thetaiotaomicron GAI 5628, ATCC 29741

表1精 度管理用菌株の薬剤に対するMICの 許容範囲(参 考値)

NR:許 容範囲の決定 を保留(単 位 は μg/ml)
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精度管理用菌株はAmerican Type Culture Collection(ATCC)か ら入手するのが鎧 ましい。菌株の保存は

初代培養菌を小分けして10%ス キム ミルクに懸濁した状態でフリーザー(-60℃ 以下)に 保存する。

5.MICの 報告

MICの 報告に際しては,微 量液体希釈法の使用を明記し,使 用した感受性測定用培地の種類およびできれば

精度管理用菌株のMICを 併記する。
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