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はじめに

Helicobacter pylori感染消化性潰療の治療に抗菌薬とプロトンポンプインヒビター(PPI)

の併用が推奨されている。欧米諸国では、抗菌薬として主に用いられているのは

clari廿lromycin(CAM)、metronidazole(MNDZ)、tetracycline(TC)および amoxicillin(AMPC)

でAMPCとCAMまたはMNDZの組合せに PPIを加えた 3剤併用療法が治療効果を上げ

ている。日本では、保険適用の制限から CAM+ AMPC + PPIの組合せがほとんどである。
一方、H.pyloげの CAM耐性化による除菌不成功例は深刻な問題となっている。H.pyloげ

の除菌治療の成否を予測するためにも薬剤感受性の結果は重要な情報となる。

現在、我が国や国際的な標準法として定められているH.pyloriの薬剤感受性測定法は

agar dilution法のみである 1，2)。しかし、一般の臨床検査室において抗菌薬を含む寒天平

板を調製し、 MICを測定する事は容易な事ではない。

今回我々は、抗菌薬がマイクロフレートに air-driedcoatされ、試験菌液のみを分注し

培養するだけで MICが測定できる microbroth dilution法を用い MICを測定し、本学会標

準法の agardilution法と比較検討した。

試験菌株、抗菌薬および測定施設

2001年のブレイクポイント制定委員会各施設において収集したH.pylori 256株を試験

菌株とした。抗菌薬は、 CAMおよびAMPCについて測定した。

なお、測定を実施した施設は東海大学医学部消化器内科、東京薬科大学薬学部病原微

生物学、大分医科大学第二内科、琉球大学医学部第一内科、三菱化学ビーシーエル・化学

療法研究室(順不同)である。

最小発育阻止濃度(MIC)の測定

Agardilution 法

H. pyloriに対する CAMまたはAMPCのagardilution法による MIC測定は本学会標準

法に準じて行った九

Micro broth dilution法

羊血液寒天培地 M58(栄研化学)にて前培養した試験菌をかきとり、滅菌生理食塩液に

McFarland 2.0となるように調整した菌液0.5mLを9.5mLの5%ウマ血清加MuellerHinton 

brothに添加し、被験菌液(5x 105"'5 X 106CFU/mL)とした。
CAMおよび、AMPCの0.0015"'3.2μgの濃度がエアードライコーティングされた96well

のマイクロプレート(ドライプレート:栄研)に被験菌液を 100μL注入し、 350C 3日間、

微好気条件下で培養した。培養後各wellを観察し菌の発育の有無により MICを判定した。
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Table 1 Testing condition of MIC for Helicobacter pylori 

Organism 

Medium 

Hle/，必obacterpy.わfJ

Mueller Hinton broth and horse serum (5% v/v) 

Air-dried microplate 

Inoculum IA saline suspension equivalent to a 2.0 McFarland standard (containing 1 X 107 

to 1 x 108 CFU/ml)， to be prepared from a 72・hourold subculture from a blood 
agar plate. 0.5 ml of the suspension is put into 9.5 ml of Mueller Hinton broth 
supplemented with horse serum (5%v/v). 
[5 x 104 ""'5 X 105 CFU I wellJ 

Incubation 1350C; 3 days ; microaerobic atomosphe陪 producedby gasgenerating system 
characteristics Isuitable for Campylobacters. 

Quality control 

H. pyloげATCC43504を用い同様に MICを測定し、 NCCLSガイドラインの定める精度

管理基準を満たしていることを確認した 2)。

成績

Micro broth dilution法、 ag訂 dilution法の一致性ではCAMのMIC値が完全一致した例は

109例で 43.1%、完全一致を含む+1管差は 90.1%であった。 AMPCでは両測定法ともよ

く一致し、199例(78.7%)が完全に一致した。AMPCにおいて+1管を外れる例は 12例(4.7%)

と極めて少なかった(Table2)。

Table 2 H.pylori Iこ対するmicrobroth dilution;去およびagardilution法による

CAMおよびAMPCのMIC比較

agar dilution /micro broth dilution(log2) 

-3 -2 -1 0 + 1 + 2 + 3 assay株数

CAM 1 16 54 109 65 7 1 253 

0.4 16.3 ，21.3211J竺J2.810.4附
99.2 % 

AMPC 1 6 31 199 1 1 5 0 253 

0.4 2.4 112.3 加 4.3|2.0| 附
95.3 ~ι一一」
99.6% 
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Micro broth dilution法およびagardilution法によって得られたMIC値を相関図に示した

(Fig. 1，2)。図から明らかな通り、比較的良好な相関関係を示し、 verymajor error(偽感性)、

maJoreηor(偽耐'性)は認められなかった。
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Fig.l Micro broth dilutioni量およびagardilution法を用いたH.pylori Iこ対するCAMのMIC

また、精度管理として H.pylori ATCC43504株に対して 5回にわたって測定した CAM

およびAMPCのMICはmicrobroth dilution法で0.03"'0.06および0.03μglmLであった。

Agar dilution法ではCAMのMICは0.03"'0.12μglmL，AMPCのMICは孟0.015"'0.03μglmL

であった。 Microbroth dilution法で安定した値が得られた。なお、いずれの値も精度管理

基準を満たしていた。

考察

H. pyloriに対する MIC測定法は2000年 1月に NCCLSM100-S10に掲載された方法が

標準法としては初めてである 2)。諸家による報告では、嫌気性菌の MIC測定法に準じた

ものや Haemophilus等のfastidiousbacteriaを対象とした測定法が応用されている 3)。し

かし H.pyloriは極めて発育速度が遅いことから、 MIC測定は各種の培養環境に大きく影

響される。著者らも H.pyloriの培養環境に必要な CO2が CAM等のマクロライド系抗菌

薬の MIC値に大きく影響することを指摘してきた 4)。

H. pyloriの除菌薬として主に用いられている CAM等のマクロライド系抗菌薬は pHが

低くなる事によって抗菌力が低下することが知られている 3)。すなわち H.pyloげの発育に

必要な CO2が長時間の培養によって培地に溶け込むことによって培地 pHが低くなりマ

クロライド系抗菌薬の力価低下によって MIC値が高くなる。本学会が定める H.pyloriに

対する MIC測定における CAMのbreakpointはS:孟0.25，1:0.5， R:孟1μg/mLでMIC値が

+2管変動してしまうことによって基準が全く異なってしまうの
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今回我々は、 microbroth dilution法に日本で広く利用されている airdry micro plateを

H. pyloriの MIC測定に応用し、本学会の agardilution法と比較検討した。その結果両測

定法はよく一致する事が確認された。また、 microbroth dilution法による CAMのMIC値

においてverym司orerror(偽感性)は全く認められず、さらに、同時に測定したqualitycontrol 

株も NCCLSのrange内であった事から airdry microplateを用いた microbroth dilution法

は寒天平板同様の精度を有するものと思われる。

一般の微生物検査室で MIC測定用の原末を入手し、用時調製を行い、 MIC測定を実施

する事は、手問、コストの面からも有益ではない。従って試験菌液を調製し、 microplate

に分注するだけで MIC測定が可能で、かつ本学会 agardilution法と同様な成績が得られ

る airdry microplateを用いたmicrobroth dilution法は有用であることが確認された。

結語

H.pyloriに対する CAM，AMPC のMIC測定において、微量液体希釈法と日本化学療法学

会標準法の寒天平板希釈法とによる結果は、良好に相関し一致した。
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