
420  CHEMOTHERAPY  SEPT.  1964

感 受 性 デ ィ ス ク 法 の 検 討

主 として血液添加培地の立場から

高 谷 川 弥 人 ・本 間 光 夫

富 岡 一 ・鳥 飼 勝 隆

慶応義塾大学医学部内科学教室(指 導:三 方一沢教授)

(昭和39年5月28日 受付)

1.緒 論

感受性ディスク法は倒 々の菌株の感受性を比較的容易

'に
,か つ短時 日に判定しうる有用な方法として,す でに

わ が国でも多 くの基礎的研究1～5)をへ て,臨 床検査の分

野 に今 日ひろく用いられている。しか しなが ら従来より

客 認されている血液添加培地踊)の 立場からは殆 ど検討

されておらず,ノ ボピオシンで血液の影響を うけること

.が指摘されている2)程 度にすぎないnこ れに加えて,そ

の実施状況をみると必ず しも規定された方法によらず種

種 の変法が用い られている。

かかる現況に際 し,溶 連菌にテ トラサイクリン耐性株

の出現増加の傾向が近時,欧 米を は じめ本邦8・9)におい

て も注目されるに至つており,感 受性試験の第一線の方

怯 としての本法の意義はいよいよ高まりつつあるo

そ こで我々はテ トラサイクリン,ク 冒ラムフェニコー

ル(以 下,TC,CPと 略 す)両 薬剤デ ィスクを用いて血
り

液添加培地でのデ ィスク法に基礎的検討を加え,こ れに

基づきTC,CP両 デ ィスクの示す阻止円の関係を究明

して,本 法実施上,判 定上に留意すべき諸因子の解明を

こころみてみたg

II.実 験 方 法

1)基 本 術 式

実験にあた り基本とした術式は,溶 連菌3株,緑 連菌

2株 では菌液0.5m1に 馬 血 液(採 血後氷室保存2～5

日以内)1。Om1を 加 え,こ れに42℃ 程度のHeart--

InfusionAgar(以 下,H.1.A.と 略す)(栄 研製)を 総

量20m1に な る様にシャーv(直 径87cm前 後)に 加

えて混釈培地を作製し,乾 燥後,栄 研,昭 和のTC,CP

両 デ ィスクを設置,設 置後栄研デ ィスクでは直ちに,昭

和デ ィスクでは4時 間氷室放置後に37。C,15～18時 聞

培養を行ない,そ の結果えられた菌発育,溶 血両阻止円

を2方 向より測定 し,そ の平均値を以つて判定 した。ぶ

どう球菌,並 びに赤痢菌では100倍 稀釈培養菌液0.5

mlにH.1.A.を 総量20ccに な る様に加えた混釈培地

と,培 養菌液1滴 を基礎培地に接種した表面塗抹法(ガ

ラス玉法2,6)による)を 併用 した。なお実 験毎に必ず同

一一Lotの 菌液,培 地,血 液,並 びにデ ィスクを使用し,

培地の作製は迅速に行な う等,実 験条件の統一を常にこ

ころがけた。

2)菌 液の作製方法

溶,緑 連菌 の場合 はTODD-HEWITT培 地(以 下,

T・H・ と略す)(Difco製),ぶ どう球菌,赤 痢 菌 で は

Heart-lnfusionBreth(以 下,HJ。B.と 略 す)(Difco

製)を 用いて37℃,18時 間培養し,こ れを培養菌液原

液 とした。10倍,100倍,1,000倍 の稀釈菌液作製は前

群ではT.乱 培地,後 群ではH.LB.を 用 いた。

3)生 菌数の算定方法

生菌数は溶 緑連菌では 「「・H・培地,ぶ どう球菌,赤

痢菌ではH.LB,を 用 いて,10倍 稀釈法に よ り実験毎

に各培養液について算定 した。

4)最 小発育阻止濃度の測定方法

実験に使用した菌株の最小発育阻止濃度は溶 緑連菌

では5%馬 血液添加H.1.A.,ぶ ど う球菌,赤 痢菌では

H.1.A.を 用 いて,100mcg/m1よ りの倍数稀釈平板法

で行ない,発 育阻止をみた最小稀釈濃度を以つてその値

とした。なお,基 礎的検討に主として用いた菌株,そ の

種類,そ の由来,並 びに最小発育阻止濃度は表1の 如く

である。

m。 成 績

A)基 礎的検討

1)接 種菌液についての検討

表1使 用菌株ならびにその最小発育阻止濃度

最小発育阻止濃度

菌種菌株名 由 来
(m羅 繍 欝

溶 石 川 株 狸 紅 熱0.391.560・024

連 大 屋 株 〃 〃 〃 〃

菌 松 永 株 〃 〃 〃 〃

欝雛 禁s剛 囎ll瞬
*亜 急性細菌性心内膜炎
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表2A稀 釈 の影 響(溶 連 首)

ノEヨノllネ朱(5×10「 シ乞ご)

直径(mm) 溶 血 苗 発 育

阻 止 円 阻 止 円

π;レノ
'

'10ieoieoOIleieeleOO

己液 称 釈 倍数

大 屋 オi珠(5×10ラ そ}`♪ 松 永株(6x雌`)

クジ

卵杉
1

口01cal(7tX}110脚leeo

お 液灘 賠 数

露 〃
一 〇苔階}s*'

r.r.9　 i}鰍

表、2B稀 茅沢の景多響(緑 蓮 苫)

広野槻X10%¢)

漬径(mm)

湾 血 お 発 芦
阻 止 円 阻 止 丹

π;i〆
110!001000了101001000

苗 液 稀 釈 倍 数

鐘 田 株(1x10;)(ec)

卯;レ
110momoo110iOOioOO

芭 液 稀 釈 信 数

1)菌 液量の影響

接種菌量がデ ィスク成績に影響をもたらすことは,既

に明らかにされているところであるが1効,血 液添加培

地での様相を明らかにする日的で,溶,緑 連菌を用いて

検討してみた。その結果は表2A,Bに 示 す如 く01,000

●一 ●さ多子881}s示土_____亨91E示 上
一■画一 塵 幽P塵KF

倍稀釈菌液群での菌発育,溶 血両阻止円の境界は屡々不=

鮮 明であつたが,接 種菌液の稀釈倍数が10倍,100倍,

1・000倍 と高まるにつれ,両 阻止円とも増大し,接 種菌 ▼

量の影響が明らかに認め られた。就中,溶 血阻止円では .

そ の傾向が顕著でf高 濃度菌液(5×1071ml程 度以上).,
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麦3A昔 発 育Bfi止 円 と溶 血 阻 止 円 と の 露 係

直径(

30

"20

io

lXIO>('00×1000X

轟 釈{魯 数

30

Cρ20

IO

'X10XlOθX1∂00X

稀 訳 倍 数

※ディスク含有薬剤浪農
溶血阻止円

一・一 一 誉発驚阻止」円

麦38

適鉦{

30

TC20

0'

芭 発 脅 組 止 円 と 溶 血 阻 止 円 と の 渓}係

(縁連茜 錐田株=1xκ必)

1×10X脚XleOOX
堺希釈 構数

30

CP20

IO

5」

ノ

lOif

ノ!'

,馴願一ノ

!1

!1

1X/OX100×1000X
稀釈 偽数

Xデ ィスク含有桑剤濃度

一一 溶血阻止円
一一 一 蘭i発獅限止円

「を接種 した際には溶血阻止円を認めえない場合をみるこ

ともあつて,菌 発育阻止円との間に大きな差異がみられ

た(表3A,B参 照)。 然しなが ら100倍 あるいは1,000

倍稀釈菌液では大凡両阻止円が一致 した。この様な事実

は,一 面両阻止円が平行関係にないことを如実に示して

おり(表3A,B参 照),従 来 とか く注視され勝ちな溶

血阻止円に対 し認識を改むる必要のあることを示唆 して

いる。なおこの菌液量の菌発育阻止円に及ぼす影響は表

面塗拭法,混 釈法で検討したぶどう球菌,赤 痢菌等の他

の菌種術式によつても同様に認められている。

2)培 養菌液遠沈上清の溶血能の有無

前述の如 く,接 種菌液によつては溶血阻止円の出現が

著るしく阻害されたので,こ の点を究明する目的か ら,

先づ溶,緑 連菌のT.H.培 地 による培養菌液遠沈上清の

溶血能の有無を検討 してみた。その実験方法は表4に も

示す如 くT.H.培 地培養菌液の3,000回 転,20分 遠沈

上清を分離 し,そ の0・1～0。5m1にASLO用Buffer

を総量O.5m1に な る様に加えた稀釈上清液を各検体毎

に2列 作成し,稀 釈列別に5%馬,或 いは兎洗源血球液

(ASLO用Buffer使 用)0.5ccを 加 え,直 ち に37℃
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Exp.1

表4培 養 菌 遠 沈 上 清 の 溶 血 能 の 検 討(TODD-HEWITTBroth)

Exp.2

術式 上 溝0.5

菌鮭 轟5
溶

連

菌

緑

連

菌

石 川 株

大 屋 株

松 永 株

広 野 株

鎌 田 株

馬

兎

馬

兎

馬

兎

馬

兎

馬

兎

0.4

0.1

0.5

0.3

0.2

0.5

0.4

0.1

0.5

0.1

0.4

0.5 惣1
O.30

0.20

O.50

溶,

連

菌

緑

連

(37。C1時 間 後 判 定)

菌

什

辮

馬

兎
株川石

大 屋 株

松 永 株

帯

帯

馬

兎

馬

兎

馬

兎
株野広

鎌 田株圃 一
兎

0.25

0.20

0.05

0、50

雛

辮

0.20

0.20

0.10

0.50

0。15

0.20

0.15

0.50

十 土

十 十

帯

帯

帯

帯

0.1010.05

0.200.20

0.200.25

0・50io・50

±

十

±

十

什

什

一 【 一

室温15分 間反応後血球を加え37℃45分 後に判定,

血球液は5%,BufferはASLO用

で1時 間反応させて溶血の有無を判定 した。その結果,

溶,緑 連菌のいつれの遠沈上清中にも溶血能の存在を認

めえなかつた。ただ し本検体をRANTZら のSLO力 価

測定法7)に準拠 した方法,即 ちASLO標 準血清を加えず

に,L-Cysteinで 還元 して行なつた実験では,い つれの

溶連菌での遠沈上清中にも溶血能の存在を認めることが

出来た(表4参 照)。

3)洗 灘菌液での検討

前項に引きつづき阻止円に影響する菌液中の因子を究

明する目的か ら,培 養菌液を3,000回 転,20分,3回

T・H・培地で洗源してえた菌体を,T.H.培 地で原量に

表5洗}條 昔体凌で σ)域績

(原 液)
E川2蕨 訟永 縁

幾il素1雛 舞i鮫雛
直得(mm♪

Tc

20

10 誌

`ρ

20

07

対照 洗麻苗液

誌
対 賄 洗蘇凸液

復 し,か かる洗瀞菌液での菌発育,溶 血両阻止円との関

係を出発材料を対照として比較検討 してみた。その結果

は表5に 示すごとく,か かる培養菌液遠沈上清の影響を

無視できる条件下でも洗灘菌液が高濃度の際には溶血阻

止円の出現が著るしく阻害された。この成績は前項の成

績とともに生菌量のみが両阻止円に関係することを自ず

から明 らかに している。'

4)稀 釈液の影響

我々は今回の実験に際 し,上 述の如 く菌液の稀釈をす

べて溶,緑 連菌ではT.H.培 地,ぶ どう球菌,赤 痢菌で

はH.LB.を 使用 したが,一 般には菌液の稀釈,並 びに

菌浮遊液の作製には屡々生理的食塩水(以

下,生 食と略す)が 用い られている。そこ

菱購晩 了覧欝 識 齢 惣 髪饗藷こ
てみた◎そ の結 果,表6A,Bに 示す如

く,緑 連菌ではT.H.培 地稀釈群と生後稀

釈群との間に差異を認めえられ なか つ た　隔一一一}が
,溶 連菌では生食稀釈群に菌発育,溶 血

阻止円のやや増大をみ とめた。

そこで,生 食稀釈の生菌数へ の 影響 を

一
_蹄ll}5it

lll}E・ii

1/10N稀 釈液中における生菌数からみてみ

ると,表7の 如 く,T.H.培 地稀釈群では

稀釈直後群 と室温(冬 期),氷 室3時 間放

置群との間に殆んど生菌数の変動をみなか

つたのに反し,生 食稀釈群では稀釈直後群

ですでに生菌数の減少が認められ,3時 間
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麦6A赫 釈液の影響(TC)溶 連芒 麦69称 釈液の影 響(IC)溶 連芦
※ 歯フ00X 亜 径(

闇)TO鑑700κ'

副株1局 川株;:

Sxlei7cc

㍑ 舩 期・生食 琳 生会蹴 生食

噺i麟i
τ}{生 食τ臼.生 食 甜 、 生 会甜.生 食

劉i瓢i
三2騨 麟 身1嚢

※棲種 苔液 の稀 釈 信敬 ※椿繕 凸液 の1稀釈イ春数

表7稀 釈 液 の 生 着 数 に 及 ぼ す影 響(溶 連 菖)

● 直 後 群
×3時 圃放置群
一一一TH稀 釈群
一一一生食 ク

EX円 綾温鰯)石 川 森 大 屋 」株 松 永 秣

無吐 ＼、 卜_＼ 上＼

多

生

募'

1

8

稀 釈 佑 数
Ex巽飛 ミ

＼ 士＼ ＼ 上>s.
多

善 ノo

数

1

e

寿弗 釈 倍 数
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表…∂A血 液 量 の 影 響(TC,溶 連 芭)

4直 径(珈)IXfOX

30

蹴2・

1e

2557,J「io2Sひ7510ツ/.
血 液 濃 度

30

篇2・

10

2557」'02557,570♪ ζ

血爽 濃度

30

欺:
255ワ5102557570ン ら 一2006S社'血 騰

一一 亨§躯

麦8β 血 液 量 の 影 響(cp溶 蓮 苔)

蔭iOX

翫
25575」02557,5io%

無液渡度

30

汰麟

1x1晦 ・20

10

25575ヲ02557510%

血液液度

30

欺:
25575102557510タ6i● ■一■一■●iOOtSコ 三

面 液 濃 度30月

==二11炉 社

※tOO
×

×接種芒i液の紳釈倍数

※100>〈

×書妾種芭}夜の柿葦尺倍馨文'

425
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喪8C血}夜 量 の 影 響(TC,f鼓 連 さ3)

1×10X

直径伽 碕,

30

広野渉朱
2θ

1xlq%ご

01

30

鎌田株
20

4x10%ご

25575102557510%

血 液 濃 度

秘
25575.102557510%

血 液 沸 彦

　 　りひ　 おホま

=ヨi}E赴

※棲種お液の薪}1釈倍数

100X

表8D血 液 量 の影響(cp,繰 連 苫)

採

ン
伽

紛

藍

広 野蘇
20

1xlo"/cc

10

30

鎌田株
20

4刈 晦

10

2S57,510255
・血 液濃 度

7510%

2557,5102557.510%

血 液 濃 度

アOX

後には室温,氷 室放置のいつれの群にあつても103～10s

稀釈部位で極めて顕著に菌数の減少を認めた。この成績

は生食稀釈が溶連菌にあつては大きく影響することを示

すとともに,上 記の実験成績を うらずけた といえる。従

つて菌種によつては生食での稀釈
,菌 浮遊液の作製は厳

重に慎 しむべきであると考えられた。

2)添 加血液についての検討

fOOrs祉

==欝 杜

100)く ※

※接種芒腋 の科…釈侶数

1)血 液量の影響

添加血液のデ ィスク成績に及ぼす影響を,ま ず血液量

の面か ら検討してみた。即 ち馬血液を培地に2.5%,5

%,7・5%,10%の 割合に加え,こ れ らの各種血液濃度

培地での阻止円を混釈菌液別に比較検討 した。

その結果,溶 緑連菌群とも表8A,B,C,Dに 示

す如 く,2～5×107/m1程 度 の培養菌 液原液を用いた実
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麦9A血 液 の種 頴 の影響

∫x
適裡縮ξ糞}

3θ

疋ilil蹄
2む

5x瞬 。

ノa

高 黄3～E箏

39>

バ 峠
2θ〉 《

ノ鷹/a》 一 鞠㌔
》
拓

、運.記あ&子・

3∂ ひ＼

>
〉げ 俘 《
2Q・・_幅 、1
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麦rC血 液 の種 類 の影 響

(TC,緑 連 琶)

1×

30

蛋鯉 撚
20

3x1姦

0'

馬 兎 めん羊

縞 鬼 めん羊

lo×

)<捜種苔液のオ編R借数

一

◎

×
lOOX

表 『D血 液 の種類 の影 響

(cp,繰 連 芦1

1×直径佃ml

30

膿1:

鳥 兎あん羊罵 兎めん羊

30

鋒 田株

20
3×1瞬 ・

01

馬 先めん羊馬 鬼 めん羊

io×

200ダ5社

亨llト
判定 不明瞭

×接種昔液の編釈倍数

100× ※

●一 一一●ieorS祉

…≡…lll}E祉
o判 定不 明 瞭ノ

七

SEPT.1964

験では菌発育阻止円は血液濃度に

よつて変動 しなかつたが,溶 血阻

止円は2・5%血 液添加培地で明ら

かに縮少した。しか しなが ら10

倍,100倍 稀釈菌液を用いた成績

からは,か かる現象を認めなかつ

た。従つて高濃度菌液とい う条件

においてのみ添加血液量が溶血阻

止円に影響することを知 り,血 液

添加培地作製にあたつては添加血

液量にも考慮を払 うべきであるよ

うに思われた。

2)血 液新鮮度の影響

皿液量の聞題にひきつづき添加

血液の新鮮度のディスク成績に及

ぼす影響の有無を溶連 菌 を 用 い

て,採 血後氷室保存(4℃)3日 目

と11日 目,3日 目と17日 目の

馬血液でそれぞれ比較検討してみ

た。その結果いずれの実験成績か

らも阻止円に新鮮度が影響する傾

向は認められず,氷 室保存10H

間程度以内なら血液の新鮮度によ

つてデ ィスク成績が左右されるこ

とはないように思われた。

3)血 液種類の影響

ついで馬,兎,絃 羊血液を添加

血液に用いて,血 液の種類がディ・

スク成績に及ぼす影響を溶,緑 連

菌で観察 してみた。その結果,兎

血液を用いた際に馬,緬 羊血液の

場合に比し,溶 血阻止円が溶連菌

群では高濃度菌液群でや や 縮 少

し,緑 連菌群では増大する傾向を

認め,.血 液の種類によつて溶血阻

止円が影響を うけることが示 され

た(表9A,B,C,D参 照)。

4)デ ィスク設置後の氷室放置

時間の影響

デ ィスク設置後,氷 室に放置し

てから培養した場合,阻 止円が増

大することは既に指摘 され て い

る1～e)ところで,昭 和 デ ィスクで

は設置後4時 間氷室に保存するよ

う定められている。われわれは,

この点について溶,緑 連菌を用い
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10'30i5グ

き主 塊萎筍液櫛倍轟 験飛05cc梅 薄桑

て血液添加培地の立場から検討してみた。すなわちデ ィ

スク設置後直ちに培養を始めた群 と,2時 間,4時 間,

6時 間氷室放置群の4群 について菌発育,溶 血両阻止円

の動態を観察した。その結果,栄 研,昭 和のいずれのデ

ィスクの場合も氷室保存時間の長い程,両 阻止円が増大

する傾向が接種菌量に関係なく明らかに認められて,こ

の点に関する従来よりの規定は厳重に守 られるべきであ

ることを再確認 した(表10A,B,C,D参 照)。

5)基 礎培地の影響

基礎的検討の最後にデ ィスクによつては種々の基礎培

地(H・1,A.,普 通寒天,ミ 。.ラーヒン トン,感 性ディス

ク用培地等)の 使用が許されているので溶連菌3株,緑

連菌2株,ぶ どう球菌6株,赤 痢菌1株(表1,13参

照)でH・LA・ と普通寒天(栄 研製)を 基礎培地にした

際の阻止円の関係を検討 してみた。その結果CPデ ィス

クでは菌発育,溶 血両阻止円とも,緑 連菌の場合に普通

寒天においてH.LA.に 比 し若干増大するようであつた

が,溶 連菌で略々一一致していた。しかるにTCデ ィスク

にあつては溶,緑 連菌のいずれの被検菌種によつても普

通寒天を用いた培地上での両阻止円は,H.1.A.を 使 用

している場合に くらべて各接種菌液濃度群とも著しく増

大し(表11A,B,C,D参 照),TCデ ィスクでの阻

止円が基礎培地によつて極めて大きな影響を うけること

が明らかにされた。この傾向はぶどう球菌,赤 痢菌でも

同様にみとめられ,デ ィスク法実施にあた り基礎培地の

選択に充分留意する必要のあることを強 く示 唆 して い

るo

B)TC・CPヂ ィスクの阻止円と稀釈津による感受性

lOi30d
昭雑ρ

との関係

1)溶 連菌,緑 連菌,ぶ どう球菌でのTC,CP両 デ

ィスクの菌発育阻止円の面積比に関する検討

溶連菌12株,緑 連菌19株,ぶ どう球菌25株 につ

いてTC,CPの デ ィスク間における阻止 円 の面 積 比

(TCで の阻止円直径2/CPで の阻止円直径2)を 各種濃度

ディスク毎に培養菌液の100倍 稀釈液を用いて,H.1.A.

を基礎培地 として検討 した。その結果をまず栄研ディス

クか らみると表12に 示す ごとく,CPデ ィスクに対す

るTCデ ィスクの面積比は5mcgデ ィスクでは溶連菌

群で1.2～1,6,緑 連菌群,ぶ どう球菌群で1.0～3.0程

度 であつた。然 し10mcgデ ィ スクでは前者で1.1～

1.6,後 者で1。0～2.0程 度,30mcgデ ィスクでは前者

で1.0～1.1,後 者 でO.9～1.5程 度であつた。一方,昭

和デ ィスクではTCデ ィスク(200mcg含 有)がCPデ

ィスク(100mc9含 有)の2倍 の含有濃度を有している

にも拘らず,そ の比 は前者で0・9～1・0,後 者でO.9～

1.3程 度 で栄研デ ィスクでの成績 と併せ考えるとデ ィス

クの薬剤含有濃度の高まる程,面 積比が減少する傾向が

明 らかに認められた。これに加えて,こ れ ら被検'菌株の

TCに 対する感受性(寒 天平板稀釈法による)がCPの

溶連菌では2～4倍,緑 連菌,ぶ ど う球 菌で4～8倍

(表12参 照)で あつたことより、みて感受性に比 して.TC

デ ィスクの阻止円発現がCPに かなり劣る印象を うけ,

高濃度の場合ほどその傾向が増強 して認められることを

知つた。

2)TC,CPに 同一感受性を有する菌株によるTC,

CPデ ィスクが示す阻止円の面積比についての検討
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先の実験で感受性に比してTCデ ィスクによる阻止円

発現がCPに 比し劣る印象を うけたが,こ の点を追求す

る目的か ら,2回 にわたるleOmcg/m1よ りの寒天平板

表13被 検菌の菌型並びに最小発育阻止濃度

菌種

ぶ
ど
う
球
菌

赤
痢
菌

菌株名

1260

1262

1264

1265

1266

K12

菌 型

29/52/80*

29/52/80*
29/52A/
52/80*
80*

Sh.卿 ズ.

2a

最小発育阻止濃度

寒天平板稀釈法 液体稀釈法

轟m1!謝 副m轟m1』錨m1
6.25

6.25

6.25

6.25

6.25

6.25

6、25

6、25

6.25

6.25

6.25「

6.25

3.12

3.12

6.25

3.12

6.25

O.78

12.5

12.5

12.5

12.5

12.5

O.78

'

*フ ァー ジ型 別

炎'4TC,CPに 周一鳳受牲の凸株におけるディスク苔発有阻止円の面績比
(蘇 謙 の澱 種)(Tc2/cp2)

醗 皆
表 面 塗 秩 法

(HIA)

◎一・一・一・CぷM

《∠

の
V

ー

タ
㍉

,8

6

4

2

0

8

6

4
」

2

1
り

蓼

」

ヨ

7

倍数稀釈法によつてTC,CPに 最小発育阻止濃度がと

もに6・25mcg/m1で あ ることを 確認したぶどう球菌6

株 と,100mcg/mlよ りの液体倍数稀釈法 で0・78mcg/'

m.1で あつた赤痢菌1株(表13参 照)を 被検菌としで

栄研,昭 和のTC,CPデ ィスクが示す阻止円の面積比

を培養菌液1滴 を加えた表面塗抹法 と混釈法で検討して

みた。その結果を先づ基礎培地にH・1・A・を用いた場合

についてみると表14に 示す 如・くで,両 薬剤の5mcg

デ ィスクが 示す阻止円の面積比(TCで の阻止円直径2!'

CPで の阻止円直径2)は 混釈法では1・0～1・6程 度,表 ・

面塗抹法では0・6～1・0で あつた。然しながら10mcg,

30mcgと デ ィスク薬剤含有濃度が増大するにつれて,

いつれの術式によつ て もそ の面積比は減少 し,30mcg・

デ ィスクでは両術式とも0・6前 後,TCが200mcg,CP

が100mcg含 有する昭和ディスクでは0・5前 後を示すに

すぎなかつた。この成績は前項でうかがわれたTCデ ィ

スクの阻止円発現がCPに 比し著るしく劣る傾向を端的・

に示している。なお本実験に用いたぶどう
ぜ

球菌6株 中5株 の液体倍数稀釈法(HJ・B・〉

での最小発育 阻止濃 度は表13の 如くで

〉 ＼

栄矧0
5び10」30ケ

88鶏o禦 瑚o
TC200i5グ
cp脚' 面箱比

肥籍o

iOdi3e♂TC2eea

CPIoot

"CPに はいずれも12 .5mcg/ml,TCに は

3株 が3.12rncg/m1,2株 で6.25mcglmk

で,こ の見地よりみれば更にTCデ ィスク

による阻止円発現はCPに 劣る とい え よ

う。

然しなが ら,ひ るがえつて基礎 培地 を

H.LA.よ り普通寒天(栄 研製)に かえて

検討 してみると表14の 如 くで混釈法,表:

面塗抹法のいずれによつても栄研の各種溌

度,並 びに昭和のTCデ ィスクが示す阻止

円はCPを 上廻 り,H.LA.で の概念は普

通寒天ではあてはまらないようであつた。

ただ しデ ィスクの薬剤含有濃度増加に伴 う

面積比(TC/CP)の 減少は普通寒夫の場合

にも同様に明らかに認められた(表14参

照)。

IV.考 鞍

A群 溶連菌でのTCレ 耐性株が昭和37年 ・

度 よりわが国でも出現8),そ の後増加の慨

向がみとめられている9)。このことは リウ

マチ熱,急 性腎炎との関係もあつて極めて

憂慮すべき事態 と考えられ,治 療の実際に

あたる我々にとつてはその感受性を速やか

に知る必要性が高められた。 したがつて血,

液添加培地での感受性デ でスク法は一層そ

の価値を増 したといえる。しか し従来かか
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る培地,菌 種に基づいてめディスク法は殆 ど検討 されて

いない。そこで我々は使用書に準拠 した術式の範囲内で

混釈法により種々の基礎的検討を行ない,こ れに基づき

TC,CPデ ィスクの示す阻止円関係に解析を試みてみた。

先ずディスク法では接種菌量の問題が既に多 くの学者

にょつて指摘されているので輔),接 種菌液量 か らまず

基礎的検討を始めてみた。その結果,培 養菌液の稀釈倍

数の高い程,菌 発育,溶 血両阻止円が増大 し,菌 液量が

両阻止円に大きな影響をもたらす ことが明らか に され

た。このことは他方接種菌量の一定化を計 らない以上本

:法に定量的意義を求むることにはかなりの問題があるこ

とを指摘していよう。更に菌発育 と溶血両阻止円との関

係についてみると100倍 あるいは1,000倍 丁.H.培 地稀

釈菌液 α5ccを 混釈の際に加えた培地においては菌発

育,溶 血両阻止円は一般に略々一致 した。 しかるに高濃

度の培養菌液(5×1071ml程 度以上)o.5ccを 加 えた培

地上には菌発育阻止円にみ られる縮小を遙かに上廻る溶

血阻止円の縮小,時 にはその存在を認めえない事態さえ

生じることが明らかにされた。このことは菌発育,溶 血

両阻止円が平行関係にないこと,高 濃度菌液を用いた際

には判定上にときに誤解と困難を生じることを示 し,血

液添加培地での溶血阻止円に対する認識に誤 りのないよ

う強く示唆 している。

ここにおいて,か かる菌発育,溶 血両阻止円の関係を

ひきおこす要因を解明する目的から,培 養菌液を菌体成

分とれれ以外の成分,即 ち培養菌液遠沈上清とに分離 し

てそれぞれの溶血との関係を追求してみた。その結果,

培養菌液遠沈上清は溶血阻止円に関係しないことが明ら

ホにされ,接 種生菌量のみが溶血阻止円の消長に関係し

ていると解される成績をえた。従つて先述の菌液量が阻

止円に及ぼした影響は,菌 発育阻止円はもとより,溶 血

阻止円にも生菌数のみが関与することが明らかにされる

とともに,菌 発育,溶 血両阻止円の平行関係は最早望み

えないと考えられた。

次いで我々は菌液の稀釈や菌浮遊液の作製に一般に用

いられている生食の影響を検討 したところ,生 食稀釈が

生菌数に著るしく影響 した溶連菌群では菌液の生食稀釈

により両阻止円の増大を認めた。然 し生菌数に著明な影

響をみなかつた緑連菌では両阻止円に変化を認めなかつ

た。この成績は先述の生菌量とディスク成績 との関係を

思えば自ずか らその説明が求められ,且 つ菌種の如何に

よつては生食での稀釈,菌 浮遊液の作製に慎重を促す も

のと解された。

以上は菌液量の問題についてであるが,次 いで未だ報

告の少ない添加血液の問題にふれてみた。その結果,血

液量,血 液の種類が溶血阻止円に影響のあることが明ら

かにされた。即ち溶,緑 連菌のいずれの菌種 によつても

高濃度の培養菌液を添加した際,低 血液量群(2.5%添

加)で の溶血阻止円が5%以 上添加群にくらべて著るし

く劣つていた。一方,血 液の種類の影響を,従 来より馬

血液添加培地では混釈 法の場合馬血液中にAntistrep・

tolysinOが 存在するため溶血現象に影響をうけること

が指摘されているので,馬,兎,緬 羊の3種 の血液を用

いて観察してみた。その結果,兎 血液添加培地では馬,

緬羊群に比し,溶 連菌の場合に は縮 小 して前述のAn-

tistreptolysinOの 問題に基づ く影響 を思わせ,緑 連

菌では溶血阻止円では逆に増大した。これら添加頚1液に

おけるる諸因子の関与は,と もに先に判定上認識を改め

るべきであるとした溶血阻止円に対してであるが,一 応

かかる点を考慮して血液の添加量のみならず種類も一定

化 しておくべきであろうと思われた。

なお,血液の新鮮度の影響についても検討したが,今 回

の検討範囲内(11,17日 間,氷 室保存)で は新鮮度による

影響は認められずに終り,氷室保存10日 間程度以内なら

新鮮度による影響を考慮する必要のないことを知つた。

ディスク設置後の氷室放置時間については従来 より厳

重に使用書に規定されているが,血 液添加培地でも放置

時間の長いほど菌発育,溶 血両阻止円が増大する傾向が

従来の報告同様1～4)明示 された。 このことは氷室放置中

におけるディスク含有薬剤の滲透に基因 していると考え

られ,こ の点に関する規定は必ず守 られるべきであるこ

とを再確認した。

基礎的検討の最後にi基礎培地による阻止円変動の有無

をH・1.A.,普 通寒天培地をi基礎培地に用いて検討 して

みたところ,溶,緑 連菌,ぶ どう球菌,赤 痢菌のいずれ

の菌種によつてもTCデ ィスクにおいて普通寒天使用に

よる著るしい阻止円の増大を認めた(CPデ ィスクでは

かかる現象を認めなかつた)。 このことは従来 よ り種々

の培地(H・1・A・,普 通寒天,ミ ュ'・一ラーヒントン,感 性

デ ィスク培地等)の 使用が一部ディスクで容認されてい

るのみな らず,一 般にはかなり種々の培地が適時用い ら

れることを思 う時,一 日も早 くかかる面に対する認識が

深ま り,そ の一定化が強 く望まれる。この原因について

は両培地間の成分の差異,即 ちH.1.A.で は牛心臓浸出

液であるのに対し普通寒天では肉エキスであることによ

るのか,TCが 酸性側で阻止 円の増大をみる2"・5)ことか

ら,そ のpHの 違 いに基因しているのか(H.LA。:7.4

±0・2,普 通寒天7・0土O・2),そ の他にそ の原因を求め

えるかについては今後の検討に待ちたいと考えている。

以上,我 々は基礎的条件について種々検討を加え多く

の知見を提示 してきたが,こ れ らに基づ く厳重な規制下

でTC・CP両 デ ィスクが示す菌発育阻止円の面積比を
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観察してみた。即ちH.1.A.を 基礎培地に用いて溶,緑

連菌,ぶ どう球菌を被検菌種 としてCPデ ィスクでの阻

止円に対するTCデ ィスクでの面積の割合をみてみると

いずれの菌種でもディスク薬剤含有濃度が高まるにつれ

面積比が減少 した。これに加えてこれ らの菌種ではTC

の感受性がCPに くらべて著 るしく高いのに(表12参

照),高 濃度含有デ ィスクが示す阻止円はTC,CP略 々

同様で,TCデ ィスクでは阻止円の出現がCPに くらべ

i著しく劣ることが明らかにされた。

そこでさらに寒天平板法で同一感受性を示 した菌株に

ついて検討をつづけてみたところ,TCの 高濃度含有デ

ィスクにあつてはCPの 約6割 程度の阻止円を示 したに

過ぎず,TCデ ィスクでの阻止円出現がCPに 比 し劣る

ことが再確認された。しかし普通寒天を基礎培地に用い

ると高濃度ディスクではTC阻 止円はCPの それを上廻

る成績がえられて,基 礎培地によつてかかる関係が大き

く支配を うけることが知 られた。ただ しこれ ら平板稀釈

法で同一感受性を示した菌株も液体稀釈法によればCP

に比しTCが2～4培 高い感受性を有 していた。 したが

つて液体稀釈法の見地よりみれば,こ の普通寒天の成績

もTCデ ィスクでの阻止円の出現状況がさらにCPに 劣

ることを示 しているといえそ うである。かくの如く,CP

に対するTCの 面積比がディスク薬剤含有濃度によつて,

また培地によつて変動をみることは両者の阻止円を判断

して行く上に重要な示唆を与えていると考えられる。

以上要するに,感 受性ディスク法を主 として血液添加

培地の立場から検討し,生 菌量が菌発育,溶 血両阻止円

に大きな影響をもたらし,と りわけ溶血祖止円への影響

が顕著であること,両 阻止円が平行関係にないこと,デ

ィスク設置後の氷室放置時間が両阻止円に影 響 す る こ

と,血 液量,血 液の種類が溶血阻止円に関係する場合の

あること等ディスク成績に影響を及ぼす多 くの諸因子を

明らかにした。これに加えて基礎培地をH.1.A.に 代 え

て普通寒天を用いた際には,TCデ ィスクの示す菌発育

溶血両阻止円が著るしく増大する事実を認めて,本 法に

定量的意義を求めることには可成 りの困難が伴 うと考え

られた。他方,こ れに基づ きTC,CP両 デ ィスクでの

阻止円の関係を追求して,TCデ ィスクの阻止円はデ ィ

スク薬剤含有濃度が高まつてもCPほ どには増大 しない

ことを明らかにするとともに,H。LA.を 基礎培地に用

いた場合,TCデ ィスクでの阻止円出現がCPに 著 るし

く劣る傾向を確かめて,本 法実施上,判 定上に資する多

くの知見を提示したと信ずる。

V・ 結 論

主 として血液添加培地の立場から市販の栄研,昭 和の

両デ ィスクを用い,溶 緑連菌,ぶ どう球菌,赤 痢菌を被検

菌種 としてTC,CP両 デ ィスクを用いて感受性ディスク

法に基礎的検討を加え,そ の結果に基づき両薬剤ディス

クが示す阻止円の面積関係を追求し,次の結果をえた。

(1)接 種菌量の減少に伴い菌発育,溶 血両阻止円の

著るしい増大をみた。

(2)菌 発育,溶 血両阻止円は平行関係になかつた。

(3)溶 連菌では生食稀釈によりT・H.培 地稀釈の場

合に比し,菌 発育,溶 血両阻止円がやや増大する傾向を

示した。

(4)・ 高濃度菌液,低 血液濃度の培地では溶血阻止円

の出現が阻害された。

(5)兎 血添加培地での溶血阻止円は馬,緬 羊血液添

加群にくらべて溶連菌では縮小 し,緑 連菌では増大する

傾向をみ とめた。

(6)デ ィスク設置後の氷室放置時間の長い程,菌 発

育,溶 血両阻止円が増大した。

(7)基 礎 培地に普通寒天を使用すると,TCデ ィス

クでの阻止円がR・LA・ を用いた場合に比し著るしい増

大を示した。

(8)H・1・A・ を基礎培地に使用 した際に,TCデ ィ

スクが示す阻企円はCPに 著るしく劣つたが,普 通寒天

を用いてはかかる現象は認められなかつた。

(9)TCデ ィスクではCPデ ィスクほど薬剤含有濃

度上昇に伴な う阻止円の増大をみとめなかつた。
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