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デ ィス ク法に よるMycoPlasmaの 薬剤感受性 の測定

高 野 暁・北 見 治 ・宮 村 定 男

新潟大学医学部細菌学教室

(昭稲43年11月9日 受付)

最近Mycoplasmaに 対す る関心が高 ま り,各 方 面で

各種疾患 につい て検索がな されてい るi～8)。私 共 の 教室

で も,ヒ トの口腔,気 道分泌物お よび婦人生殖器か らの

MPtcoPlasma分 離について検討 し,既 に100株 近い菌株

を得て,そ の局定を行ないつつあ る。 同時に化学療 法剤

に対す る感受性を測定 してい るが,鈎 ωが偽物σ の薬 剤

感受性について の研究は,未 だ充分 とはいえず,か つそ

の多 くは稀釈法に よつている詞5)。 しか も本菌 は,他 の

細菌 と異な り発育 にかな りの時 間を要 するので,そ の結

果は数 日後になつて判 明する。私共 は,今 回寒天 平板拡

散法に よる薬 剤感 受性測 定につ いて,と くにデ ィス ク法

の応用を試み,か つ,宮 村 らが 最 初Peniciliin迅 速検

定法 として考案 し,発 展 させた還元色素 で処 置 す る 方

法コ胴9}を 用い ることに よ り,1日 で判 定することを実験

したので報 告するo

実 験 方 法

供試菌株:今 画は,主 として私共が,婦 人生殖器か ら

分離 したMPtcePlasma13株 を供試 し,対 照 として慶応

大学医学部微生物学教室お よび東芝生物理化学研究所か

ら分与 を受 け たMyeoplasmalaidlawii,Mycoplasma

campoお よびMPtcoplasmahominisI型 お よび 五型を

用 いた。

供試寒天培地:PPLO寒 天(Difco)15gs◎ybr◎th粉

末(B.B.L.pa品)12.59,酵 母 エ キ ス2.59,蒸 溜 水

500mlQ処 方の培地 を用 い,pH7・8

表2に修正 したの ち
,120℃15分 滅菌 し,

デ ィス クを 置 き,冷 室 に約1時 間 放 置 した の ち,37℃ に

培 養 す る。

薬 剤 感 受 性 の 測 定:24時 間後 カ ップ あ る い は デ ィス

クを と り 除 い た 後,0.05%2,6-dichlorophenolindo-・

phenol液 を,寒 天 平板 上 に静 か に注 ぎ(カ ップ 法 に て

は,再 蒸 溜水 で2度 静 か に洗 つ て か ら),5秒 ほ ど で 残

液 を流 出 させ,再 び37。C下 に 置 き,30～60分 で阻止 円

を 現 出 させ,そ の 直径 を測 定 す る◎

供試 薬 剤:Penicillin,Streptomycin,Chloramphe-

nicol,Tetracycline,Erythremycin,Kanamycin,

Cephaleridine,Lincomycin,Su1fisoxazoleお よ び

Nalidixicacidの10種 の抗 菌 性 物 質 に つ い て 実 験 し

た 。 カ ップ法 で は所 定 のpHの1%燐 酸 緩 衝 液 で 稀釈液

表1Mycop彦asmalaialawiiお よびMycoPlasma

campoのErythromycinお よびTetracycline

に 対 す る感 受性(カ ッ プ法)

Antibiotic

Erythromycin

Tetracycline

C。ncentrati。nl阻 随 径(mm)

(`Ptg/m1)M.
laidlawii

O

Fひ

5

AU

摩0

5

30.0

24.0

22.0

11.O

M.'qamPo

36.6

28.0

28.0

12.0

中試験管 に10mlお よび4m1ず つ

分注 し,前 者 を基層用,後 者を種 層

用 とした。

寒天平板作製:上 記寒天培地4ml

を加温溶解 し,50℃ に 保 つ て,ヒ

ト血清1mlお よび所定 の菌量(1x

lolo個/m1と 定 めた◎ これ 臓 血清加

soypeptonebroth48時 間培養 した

もの)を 加え,上 記 の 寒 天培地10

1n1で 作つ た 寒天平 板の上 に重層 す

る○

培養=寒 天平板上 に抗生物質検定

用の カ ップあ るいは薬 剤を含 ませ た

M.laidlawii・M・campoお よびM・hominisの 各 種 抗菌 性 物

質 に 対 す る感 受 性(デ ィス ク法)

Antibiotic

Penicillin

Strcptomycin
Chloramphenicol

Tetracycline

Erythromycin

Kanamycin

Cephaloridne

Lincomycin

Sulfisexazole

Nalidixicacid

Concen・

tration

20u

50μ9

100〃

200〃

50〃

50〃

30〃

30〃

400〃

50〃

阻 止 円 直 径(mm)

,ILetl。

laialawii

一(一)

34.0(辮)

40.0(辮)

42.0(帯)

42.0(帯)

24.0(帯)

一(一)

38,0(帯)

一(一)

16.0(+)

肱 σ卿 ・陽 醐 ε1

32.0

32.0

34.0

36.0

12。0

(辮)lq・(帯)

(辮)13&o(帯)

)

)

一

帯

(

(

(帯)

(+)

一(一)

34,0(帯)

(一)

(一)

・一(一)

28.0(什)

42.0(帯)

18.0(什)

15.5て+)

30.0(辮)

一(一)

18.0(+)

M.
hominisII

一(7)

20.0(昔)

32.0(帯>

32.0(帯>

40.0(帯>

14.0(+>

1&0(+)

27。5(帯)

(一)

±(土)
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表3婦 人生殖器か ら分離 したMycoplasmaの 各種抗菌性物質に対す る感受性(デ ィスク法)

Antibi。ticlge・n"i,a-

tion

Penicillin

Streptomycin

Chloramphenicol

Tetracycline

Erythromycin

Kanamycin

Cephaloridine

Lincomycin

Sulfisoxazole

Nalidixicacid

20u

50μ9

100〃

200〃

50

501,

30

30〃

40011

阻 止 円 直 径(mm)

No.4

27.0

34.0

38.0

〃140.0

16.O

Isl15.O

l30
.0

150〃ilao

No.11

18.0

28.0

30。0

35。0

14.0

土

24、5

Ne.14No.22

同 諭
27.0

30.0

33.0

14.0

土

21.0

30.0

40,0

41.0

16.0

13.0

30。0

18.0

No.25

20.0

32.0

N'o.44

27.0

30.O

38.oi40.0

37.0142.0
[

ユ7.0

16.0

25。0

土

18.0

14.0

30.0

17.0

No.50

21.0

32.0

36.0

40.5

14.0

18.0

28.0

土

No.64

20.0

30.0

36。0

38.0

16.0

12。0

26,0

土

No.661No。74No。84…No.861No.91{l
i

18.0

32.0

34.0

38。0

12.0

12.0

22.0

土

22.0

32.0

40、0

40.0

14.0

ユ2.0

27.0

12.0

18.0

27.5

32.0

34.0

13.0

±

24.0

_i_

20.0,17.0

…

12:9ill:1
36.oi33.Ol

15.0

±

27.0

12,0

±

20,0

±

を作 成,デ ィス ク法 で は 昭 和 デ ィス クを用 い た。

実 験 成 績

M.laidlawiiお よ びM、ca携PoのErythr◎mycinお

よびTetracyciineに 対 す る感 受 性 を,ま ず カ ップ 法 に

よ り測 定 した成 績 は表1に 見 る とお りで あ る。2剤 と も

に明瞭 な 阻止 円 を示 し,か な りの 感 受 性 度 を 示 し て い

る。 これ に さ きだ ち,Erythromycinで5,000～o.5μg/

m1ま で10倍 稀 釈 に よ り,実 験 を試 み た が,0.5μg/m三

にて も阻 止 円 は現 出 した 。

以上 の成 績 で寒 天 平 板 拡 散 法 の 応 用 の 可 能 性 を確 認 し

たの で,次 に デ ィス ク法 の応 用 をM.laidlawii,M.camψe

お よびM.hominisに 対 す る10種 の抗 菌 性物 質 に っ い

て試 みた成 績 は,表2に 示 す とお りであ る。()内 に は

参考 まで に 感 受 性 度 を入 れ た。

表3は,私 共 が 婦 人生 殖 器 か ら分 離 した72株 の うち,

M.hoministypeと 思 わ れ る もの(現 在 同定 しつ つ あ る)

13株 を え らび デ ィス ク法 に よる成 績 を示 した も、の で あ

るQ対 照 株 お よび私 共 の分 離 株 す べ て に,Penicillinお

よびSulfisoxazoleは 阻 止 円 を 呈せ ず,こ の両 者 に は 感

受 性 は な い もの と 認 め ら れ た◎CephaloridineはM.

laidlawiiお よびM.camPoで 全 く阻 止 円 を示 さな か つ

た が,M.hominisお よび 私共 の 分離 した も のに 狭 い な

が ら阻 止 円 を 認 め,ま たNalidixlcacidはM.camPo,

M・hominisu型 お よび私 共 の分 離 株 の うち 数 株 に 小 阻

止 円 を 呈 した の み で あ つ た が,他 の薬 剤 は いず れ も感受

挫 を示 し,と くにErythromycin,Tetracycline,Chlor-

amphenicolお よ びLincomycinに30～40mm以 上 の

大 きな 阻 止 円 が 見 られ,Streptomycinお よ びKana-

mycinも 大 部 分 高 感 受 性 を 示 した。 な お 本 実 験 で 種 層

用 に用 い た培 地 の寒 天 濃 度 が 約1%と な り,従 来 の感 受

性 テ ス ト用 寒 天 平板 に比 し低 く,こ れ が抗 生物 質 の拡 散

性 な ら び に感 度 に対 す る影 響 を検 討 す るた め,大 腸菌 お

よび ブ ドウ球菌 を試 験 菌 と し,寒 天 濃 度1.5%と1%

の 平 板 を 作 り,Penicillin,Streptomycin,Chloram一

表4M.laidlawii,M.campoお よびM。hominisに 対 す る各 種 抗 菌 性

物 質 の最 小 発 育 阻 止濃 度(寒 天 平板 稀 釈 法)

Antibiotic
濃 度(ulmlorμ9/m1)

M.Iaidlawii

Penici1linl>1.000
　

Streptomycin1,25

ChloramphenicolO.65

Tetracycline;1.25

Erythr。mycinl・.65

Kanamycin{1.65

Cephaloridinel>100

Linc。mycinl・.25

Nalidixicacid25

撫 吻・i隔 燃1師 獅幡II

>1.OOO

x1 ,25

1.25

1.25

1.25

3.12

>100

1.25

>100

>1.000-i-
{1.25

1.25

1.25

1.25

3.12

25

1.25

25

>1.000

2.5

1。25

1.25

1。25

3.12

25

1.25

100

phe燕icoLお よびTetracyclineの4

剤 に対す る阻止円を現 出 させて比較

したが,両 者に全 く差が見 られなか

つたo

なお,こ れ らデ ィスク法に よ り測

定 した成績が,稀 釈法 によ り測定 し

た もの と差があるか どうか検討す る

ため,上 記の10種 の抗菌性物質の

M、laidlawii,」砿.camPoお よびM.

加砺 ηゼεに対す る最小発育阻止濃度

を寒天平板稀釈法で 測 定 し た。接

種はMycoPlasmaの 血 清 加soy-

peptonebroth培 養を毛細管 ピペ ヅ

トで1滴 ずつ行ない,判 定は48時



 15:14  CHEMOTHERAPY DEC. 1969

間後,弱 拡大顕微鏡で集落形成の有無を もつ て 行 な つ

た。その成績は表4に 見 るとお り,デ ィスク法に よ り測

定 した感性度に よく一致 した。一

総 括

細菌の感受性測定には,現 在その簡便法からデ ィス ク

法な どの寒天平板拡散法が臨 床的に広 く行な わ れ て い

る。今後,多 数に分離 され るで あ ろ うMycePlasmaに

おいて も,こ の方法が普遍化す るもの と考 えられ るが,

MycoPlasmaの 場合,一 般細菌 よ りも培養が容易 でない

ため,そ の ままでは応用 が困難 であ る。私共 の 教 室 で

は,以 前 から宮村 らに よ り,寒 天平板拡散法 に還元色素

処 置を応用 す ることが試 みられてきた。 その 目的は,あ

る場 合は迅速検定16・17)であ り,あ る場合 は培養困難な細

胞 への応用18・19)であ る。今 回は これ をMycoPlasmaに

造用 しうるか どうか検討 した。既 にPERLMAN20)ら も

同様の方法 を抗MycePlasma物 質 の探求 に用い て い る

が,私 共 は,臨 床 的に感受性測定 の 目的に使用 した もの

であ る。 その結果 は本実験 の成績が示す とお り,充 分実

際 応用 にたえ うるこ とを認め た。

本実験 において,時 には阻止 円が明瞭に現われない こ

ともあつたが,分 離株 の接種菌数,使 用す る血清お よび

培 養時間等 に よ り明瞭な阻止円 を現 出せ しめ るこ とがで

きた。本成績 は菌数 ユ010個/m1,ヒ ト血溝24時 間培養

に統一 した結果 である。MyCOPIasmaの 薬剤感受性は,

諸 家の報告 によつ ても,種 お よび株の相違が非常に大 き

く,こ とにMacrolide系 抗 生物質 につい て そ れ が著 し

い。私共 の成績 ではErythromycinは 供 試菌 に 感 受性

高 く,こ れは荒井 らの報告 と一致 してい る。 また本実験

では,対 照株 および私共が婦人生殖器 か ら分離 した株に

関する限 り,か な り共通 した感受性 を 示 し た。 しか し

Cephaloridineお よびNalidixicacidに 対 しSpecies

に よ り僅 かなが ら差が見 られた。 またCeilwallを 有 し

ないMPtcoPlasmaが,Penicillinに 不感性で あ る こ と

は当然 と考 えられ るが,同 じ種類のCellwallinhibitor

とされているCephaloridineがPenicillinと 少 し異 な

つた態度 を示 した ことは,こ れ ら物 質の作用機転 の上 に

何 らかの示唆 を与 えるものであろ う。なお上記の成績 は

稀釈 法に よる結果 と比較 され,そ の成 績は よ く 一 致 し

たo

対照株,こ とにM.hominisI型 お よびll型(表2)と

私共 の分離株(表3)に 相 当の共 通点が認 めれ た ことは,

分離株がM.hominisで あろ うことを推定 させ る。今後,

さらに分離株については,確 実 な同定 を行 ない,こ の間

の関係について追求す ると共 に,今 回実験 を 省いたM・

fermentansに ついても,本 実験 と同様な試みを 行 な う

予定 であ る。

結 論

MycoPlasmaの 薬 剤 感 受 性 測 定 に,デ ィス ク法 を応用

し,2,6-dichlorophenolindophenol処 置 に よ り,24蒔

間 で結 果 を判 定,10種 の 薬 剤 の 供 試MNcoPlasmaに 対

す る感 受 性 はErythromycin,Tetracycline,Chloram・

phenicol,Lincomycin,StreptomycinおLよ びKana。　

mycinは 高度であつたが,Nalidixicacidお よびCe・

phaloridineは 極め て低 く,Penicillinお よびSulfisoxa・

zoleは 全 く認め られなかつた。 これ らの成績 は,寒 天平

板稀釈法に よる結果 とよ く一致 し,本 法の応用性を確認

したo

謝辞:標 準株を分与 された慶応大学医学部微生物学教

室 佐 々木正五教授,お よび東芝生物理化学研究所 伊東

平八博士に深謝 の意を表す る。

参 考 文 献

1) KLIENEBERGET-NOBEL, E.: PPLO in human 
   vagina. Lancet 2  :  46-47, 1945

2)本 間 遜,草 野 信 男:慢 性 腔 炎 の 分 泌物 及 び 尿道

口 よ りPPL・0の 分 離。 臨 床5(12):72～73,1952

3)佐 々木 正 五:PPLO概 論 。 モ ダ ン メデ ィ ア11:

2～6,1965

4)石 田 名 香 雄,荒 井 澄 夫:MPteoplasmaPneumoniae

の 分 離 法。 モ ダ ソ メデ ィア11:26～30,1965

5)尾 形 学,太 田哲 英1動 物 のPPLO疾 病 と の 関

係。 モ ダ ソ メデ ィア11:31～45,1965

6) CHANOCK, R.M.. Biology of the PPLO. Proc. 
    Nat. Acad. Sci. 48 :  41-49, 1962 

7) EVANS, A.  S.  ; ALLEN, V. & SUELTMAN,  5: M. 

    pneumoniae infections in University of Wins- 
    consin students. Amer. Rev. Resp. Dis.  96  (2)  : 

   237-244, 1967 
8) JONES, D.  M.: Mycoplasma  hominis abortion. 

   Brit. Med. J.  5536:  338-340, 1967 
9)  ROBINSON, L.  B.,  WICHELHAUSEN, R. H., & 

    BROWN, T. McP.. Sensitivity studies on human 

    pleuropneumonia-like organisms. J. Lab. Clin. 
 Med.  39  :  290-320, 1952 

10) OSBORN, 0.  H.  ; MATANEY, C. E. & POMEROY, 
    B.  S.: The effects of antibiotics on the in- 

    fectious sinusitis agent of turkeys : The in 
    vitro development of antibiotic resistant strains 

    of Mycoplasma. Ann. N. Y. Acad. Sci.  -  79  : 581 
 —587, 1960 

11)  KOHLER,  W.: Antibiotikaempfindlichkeit huma-
    ner  PPLO-Stamme. Zentb. F. Bact. 185 :  355-- 
   366, 1962 

12) GODZESKI, C. W. & PAVEY, D.  B.: A  sensitive 
    assay for inhibitory agents of pleuropneu-

    monia-like organisms. Nature  205:  1017— 
   1018, 1965 

13) ARAI,  S.  ; YOSHIDA,  K.  ; IZAWA, A.,  KUMAGAI, 
    K. & ISHIDA,  N.: Effect of antibiotics on grow-

   th of Mycoplasma pneumoniae Mac. J. Anti-
   biotics,  Ser. A  19  (3)  :  118-420, 1966



 VOL.  17  NO.  10 CHEMOTHERAPY  1g55

14) PERLMAN,  D.  ; RAHMAN, S.  E. & SEMAR, J.  B.. 
   Antibiotic control of Mycoplasma in tissue 

   culture. Appl. Microbiol.  15  (1) :  82-85, 1967 
15)  BUSKIRK, H. H.. Control of pleuropneumonia-

    like organisms in cell culture. Appl.  Micro-
   biol.  15  :  1442-4446, 1967

16)宮 村 定 男,小 林 良 彦:ペ ニ シ リン迅 速 検 定 法 に つ

い てo∫.Antibiotics1(8):510～512,1948

17)金 沢 裕:2,6-dichlorophenolindophenolを 標 示

色素 とす る迅 速 検 定 法 。J.Antibiotics2(5):315,

1949

18)伊 藤 泰 一,宮 村 定 男,桶 谷 修 三:寒 天 平 板 法 に よ

る抗 生 物質 の抗 原 虫 性 測 定 に つ い て。J・Antibio・

tics,Ser.B9(3):114～116,1956

19)  MIYAMURA, S. & NIWAYAMA, S.. An agar 

    plate diffusion method using HeLa cells for 
    antitumor screening. Antibiot. & Chemoth. 

 9  (8) :  497-500, 1957 

20) PERLMAN, D. & SCHWARTZ, J.  L.: An agar  dif-
    fusion method for evaluation of antimycoplasma 

    substances. J. Antibiotics  21  (6)  :  399-.401, 
   1968

A DISC METHOD FOR SENSITIVITY TESTING 

      OF MYCOPLASMA SPECIES

 AKIO TAKANO, OSAMU  KITAMI  and SADAO MIYAMURA 

Department of Bacteriology, Niigata University School of Medicine, Niigata

 A disc agar plate method, using 2, 6-dichlorophenol indophenol as the indicator, for the routine test-

ing of the susceptibility to chemotherapeutic agents of Mycoplasma species has been developed. Of the 

10 drugs used, 17 Mycoplasma cultures were highly sensitive in erythromycin, tetracycline, chloram-

phenicol, lincomycin, streptomycin and kanamycin, low in cephaloridine and nalidixic acid and not at 
all in penicillin and sulfisoxazole.




