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緒 言

嫌気性菌の培養法の進歩は臨床材料か らの嫌気性菌の

分離率を上昇させている。しか し,こ れ らの嫌気性菌の

薬剤感受性測定に有効な標準法はまだ確立していない。

著者らの研究室ではGAM寒 天培地を基礎培地 とする

Agar dilution methodが 行なわれている。本研究はこ

のAgar dilution methodの 標準化のため の もの であ

る。MICに 及ぼす実験条件の影響につい ては第1報 に

述べた。今回は再現性の点か ら検討を加えた。

実験材料および方法

1) 供試菌株:教 室保育株であるEubacterium lentum

(H-1), Propionibacterium acnes (P-15), Bacteroides 

fragilis (H-11), Fusobacterium nucleatum (2390), 
Peptostreptococcus putridus (B-38), Peptococcus asac-

charolyticus(Z-1003)お よ びVeillonella parvula

(10790)の7株 を 主 に 用 い た 。 判 定 者 間 のMICの 読 み

の 再 現 性 の検 討 に は,岐 阜 大 学 医 学 部 泌 尿 器 科 の 患 者 の

尿 か ら分 離 し た 嫌 気 性 菌Peptostreptococcus9株,

Peptococcus31株 お よびVeillonella2株 の計43株 も

用 い た 。

2) 供 試 薬 剤:全 実験 を 通 し てThiophenicol(TP)

〔エ ー ザ イ 〕 を 用 い た 。 使 用 に あた り,滅 菌 蒸 留 水 で 充

分 振 と う溶 解 し1,000μg/mlを 原 液 と した 。判 定 者 間 の

MICの 再 現 性 の検 討 に は,Sulfobenzylpenicillin (SBPC)

〔武 田〕,Pivampicillin(PVPC)

〔武 田〕,Aminobenzylpenicillin

(ABPC)〔 協和〓 酵 〕,Cefazolin

(CEZ)〔 藤 沢 〕,Doxycycline(DO

TC)〔 フ ァ イ ザ ー〕,Propionyl-

maridomycin(PMDM)〔 武 田〕,

Spiramycin (SPM)〔 ア ップ ジ ョ

ン〕,Clindamydn (CLDM)〔 ア ッ

プ ジ ョ ン〕 お よ びDeoxykana-

mycin B(DKB)〔 明 治 〕 の9種 類

の薬 剤 も加 え た 。

3) 薬 剤 感 受 性 測 定 法:Agar

dilution methodに よ り 行 な つ

た。

(1) 薬剤含有平板作成法:第1報 に記した方法で作成

した。

(2) 接種 菌液作成法:GAM液 体培地(ニ ッスイ)で の

6お よび24時 間培養菌液を用いた。6時 間培養菌液の

濁度は,MC FARLAND の standard solution で no.1

の半分(以 下,no.1/2と 記 す)で あつた。いつぼ う,24

時間培養菌液の濁度は,no.1以 上 であつた。菌液1ml

あた りの生菌数は,前 者で106前 後,後 者で108前 後 で

あつた。

(3) 薬剤含有平板への菌 接種方法:内 径1mmの 白

金耳および多目的アパラッツス(武 藤器械)を 用いた。

多 目的アパラッツスの白金耳部の内径は1mmで ある。

(4) 嫌 気 培養 法:ス チールウール法(CO210%,N2

90%)で 行 なつた。37℃ で24お よび48時 間培養 し

た。

(5) MICの 判 定方法:判 定者 間 のMICの 再現性の

検討の場合には,著 者の他に3名 の判定者を加えた。肉

眼で完全な発育阻止を示す化学療法剤の最低濃度をMIC

とした。

4) MICの 再現性の検討のための実験方法設定:MIC

に影響する諸因子の中で,被 検菌液作成法 としてGAM

液体培地での6お よび24時 間培養菌液を用いた。薬剤

含有平板への菌 の接種方法は白金耳(内 径1mm)に 、よ

Table1 Eight methods for determining the MIC

Method 1 is a routine method in our laboratory.
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る画線塗抹 と多目的アパラッツス(白 金耳部内径1mm)

を用 い,菌 接種後のMIC判 定 までの嫌気培養時間は、24

お よび48時 間 とした。これ らの各組み合せでTable1

に示す方法1か ら方法8ま での8種 類の実験方法を設定

した。

実 験 成 績

1) 8種 類の実験方法によるMICと その再現性

方法1か ら方法8ま での8組 の 実 験 方法で7菌 株の

MIC測 定を5回 反復 して実験 した。5回 のMIC測 定値

が代表値MICか らどの程度ばらつ くかを検討すること

に より再現 性 をみた。代表値MICに は,5回 のMIC

測定値の最頻値をとり,最 頻値が2個 存在する

場合には中央値をとつた。Table2-1,2-2に

示 すとお り,8組 の実験方法の中で,方 法1の

再現性が最も良 か つ た。方法1は 被検菌株の

GAM液 体培地での24時 間培養菌を白金耳で

薬剤含有平板に画線塗 抹 し,24時 間 の嫌気培

養後にMICを 判定する方法である。方法3,

方 法5,方 法6お よび方法8が 次に良い。方法

2,方 法4お よび方法7で は菌 株 に よつ て は

MICの 再現性が悪かつ た。方法3,方 法4お

よび方法8で,P.acmes, P.asaccharolyticus,

V.parvulaお よびE.lentumは 対 照培地でも

発育のみられないことがあつた。対照培地での

菌発 育陰性とは,こ れ らの前培養の条件ではこ

れ らの菌株はMIC測 定 に必要な程度の菌発育

が得 られなかつたことを示唆している。さらに

長時間の培養が必要であろ う。この点に関する

著者の実験では,Agar dilution methodで の

接種菌量は105～6/mlか らの1白 金耳が必要 で

あることは前報に示 した。本実験での対照培地

での菌陰性例ではそれ以下であつた。

Pst.putridus, E.leutum, B.fragilisお よび

P.asaccharolyticusのMICは 設 定した8組 の実

験方法のどの方法でも極めてよく一致 した。 し

か し,P.acnes,V.parvulaお よびF.nuclea-

tumのMICは 実験方法により2～8倍 の差が

あつた。各菌株劉に8組 の実験方法に よつて得

られた各々の最頻値MICの 分 布 をTable3

に示 した。

2) 判定者によるMICの 読みの差

同一薬剤含有平板を3人 の判 定 者(A,B.C)

に よつてMICを 判定 した。被検菌の6時 間お

よび24時 間培養菌液を用いた。Table4は 画

線塗抹による接種方法の場合の成 績 で あ る。

Table5は 同一菌株の多 目的 アパラッツスに

よる接種の場合の成績である。

被検菌株の6時 間培養菌液を画線塗抹 した場 合,E.

lentmと 測 定不能のP.acnesを 除 く5株 のMICの 読

みは3人 の判定者間でよく一致 した。多 目的アパラッツ

ス使用の場合ではV.parvulaお よびF.nucleatumを 除

く5株 のMICの 読 みは よく一致 した。被検菌株の24

時間培養菌液を用いた時,画 線塗抹による接種 ではE.

lentumお よびV.parvulaを 除 いた5株 のMICの 読

みは3人 の判定者間で大きく異なつた。また,多 目的ア

パラッツス使用の場合にもV.parvulaお よびF.nucle-

atmのMICの 読みが よく一致したのを除 くと他の5

Table2-1 Distribution of MICs in relation to 

the mode by methods and. strains
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株は大きく異なつた。すなわち,発 育の良好な菌株につ

いては,6時 間培養菌液使用の場合 の判定者間のMIC

の読みが再現性が良く,発 育の比較的悪い菌株について

砥24時 間培養菌液使用の場合の判定者間のMICの 読

みが再現性が良い と言える。

3) 接種菌液 とMICの 読みの再現性

嫌気性球菌43株 のMICを 測定 した。接種菌液は上

記成績から原則 として6時 間培養菌液を用い た。24時

間培養 した時には,菌 液の濁度を6時 間培養菌液のそれ

に調整 して用いた。6時 間培養菌液の濁 度 は、MCFAR-

LANDのstandard solution no.1/2程 度 である。同一

平 板 を4人 の 判 定 者(A,B,Cお よびD)でMIC値 を読

ん だ 。Table6は,SBPC, PVPC, AMPC, CEZ, DOTC,

TP, PMDM, SPM, CLDMお よびDKBの10薬 剤 の成

績 で あ る 。

以下,1菌 株 の1薬 剤 に 対 す るMIC値 を1件 と して

36菌 株 の10薬 剤 に 対 す る成 績 の の べ319件 に つ い て,

次 の4つ のグ ル ー プ に 分 類 した 。GmupA:A, B, Cお

よびDの 読 んだMICが 全 く一 致 した もの 。GroupB:

A, B, Cお よ びDの うち3人 のMICが 一 致 した もの 。

GroupC: A, B, Cお よびDの うち2人 のMICが 一 致

した もの 。GroupD: A, B, Cお よびDの 読 ん だMICが

全部異なつた もの。GroupAとGroupBを

合 計す ると267件 で,全 体の約84%で あつ

た。

薬剤別にみると,AMPC, CEZお よびCLDM

では3人 以上のMICの 読みの一致 したものは

97～100%と 高 く,DOTCお よびTPで は71

～72%と 低 く,他 の5薬 剤 で は76～86%で

あつた。

いつぼ う,3人 の判定者の読みが一致した74

件 中一致しなかつた他の判定者の読みと1希 釈

段階しか異ならなかつたものは69件 を占めた。

また,2人 の判定者の読みが一致した47件 中,

一致 しなかつた他の2人 の読みと1希 釈段階 し

か異ならなかつたものは24件 を占めた。すな

わち,A,B,Cお よびDの4人 の読みがたつた

1希 釈段階以内しか異ならなかつたものは全部

で286件 で,全 体の約90%を 占め る成績で

あつた。

4) MICに 影響を与える因子

被検菌の培養時間,菌 液の薬剤含有平板への

接種方法および平板の判定 までの嫌気培養時間

がMICに 及 ぼす影響をFig.1,2お よび3に

示 した。

被検菌の培養時間に関しては,6時 間培養が

24時 間培養 よりもMICを 低 くす る。この傾

向は画線塗抹による接種および多 目的アパラッ

ツスによる接種 と同様の傾向である。P.acnes,

V.parvula, F.nucleatumお よびP.asaccharo-

lyticusはMIC値 が変動する。発育の速度 と発

育の仕方(沈 殿発育する傾向の強弱)が 関係し

ていると考える。

接種方法に関 しては,多 目的アパラッツス使

用の場合,画 線塗抹による接種よりある種の菌

(F.nucleatum, P.asaccharolyticus)で はMIC

が高 く現われることがある。

Table2-2 Distribution of MICs in relation to 

the mode by method and strain

*Plates were incubated for 48 hrs at 37℃ .
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判 定 まで の培 養 時 間 に 関 して は,24時 間 培 養 よ り48

時 間 培 養 の ほ うがMICは 高 く現 わ れ る。P.acues, V.

parvulaお よびP.asaccharolyticusは この 傾 向 を 示 し

た 。

考 察

Agar dilution methodの 細 部 の 術 式 は研 究 者 に よつ

て 異 な る2～7)。例 え ば,被 検 菌 液 作 成 方 法 に つ い て は,

FINEGoLDら2)は 平 板 上 か らの2～3個 の集 落 をThio-

glycollate培 地 に 接 種 し6時 間 培 養 す る。KISLAKら は

平 板 上 の 集 落 を 内 径3mmの 白 金 耳 の1白 金 耳 量 を

Brain heart infusion brothの1mlに 浮 遊 させ る 。 著

者 ら6)はGAM液 体 培 地 にGAM半 流 動 高 層 培 地 か らの

A-1 A-2

B-1 B-2

1白 金耳を接種し培養する。また,薬 剤含有平

板への接種方法についてみると,FINEGOLDら

はSTEER'S inoculum replicator2)(多 目的ア

パラッツスのようなもの)を用いる。KISLAK3)

は 内径3mmの 白金耳を用い る。著者らは内

径1mmの 白金耳を用いる。判定については,

FINEGOLDら2)は48時 間培養後に判定する。

KISLAKら3)は18時 間培養後に判定する。著

者らは24時 間培養後に判定する。これらの細

部の術式は同一研究者においても,文 献を出す

ごとに改良されている。

最 も再現性の良かつた教室常法である方法1

をはじめとする画線塗抹による接種方法群が多

目的アパラッツスを使用する方法群よりやや再現性が高

い印象を うけた。また,GAM半 流動高層培地か らの1

白金耳量をGAM液 体 培地に接種 し6時 間培養 す る方

法では必要充分の菌量を得ることができない菌株が存在

することが知 られた。すなわち,嫌 気性菌全般を1度 に

取 り扱う時,同 じ操作で常に一定 した生菌数の菌液を得

られないことが問題である。比較的発育の遅い菌株,例

えばP.acues, F.nucleatumお よびE.leUtum等 は別に

扱 うとか必要充分で安定 した生菌数を得るための対策を

立てる必要があることを示唆した。実験方法が異なると

MICが か なり変動する菌株については,こ れがその菌

の属 または種で特異的なことであるのか,多 くの菌株に

A-1 A-2

B-1 B-2

Table3 Distribution of the mode MICs obtained 

by eight different methods

Fig.1 Correlation of MIC values between methods 

using a 6 hr. culture in GAM broth and a 24 

hr. culture. A; Agar plate was inoculated by 

means of a loop B ; by means of an apparatus. 

A-1, B-1; Determination was made after 24 hr 

and A-2, B-2; after 48 hr.

Fig.2 Correlation of MIC values between methods 
using an apparatus and a loop A ; A 6 hr. 
culture was inoculated. Determination was 
made after 24 hr. (A-1, B-1) and after 48 hr. 

(A-2, B-2) 
B; A 24 hr-culture was inoculated.
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A-1 A-2

B-1 B-2

ついて検討すべきであろう。

実験成績3は 判定基準に大きな問題を投じた。接種方

法の相違には無関係に,24時 間培養菌使用の時にみられ

た3名 の判定者間の著しい読みの差は、6時間培養菌使用

の時に消失した。菌株の側からみると,比 較的発育の早

い菌株では6時 間培養菌使用のほうが判定者間のMIC

の読みの差は小さく,比 較的発育の遅い菌株す な わ ち

P.acnesお よびF.nucleatumで は24時 間培養菌使用

のほ うが判定者間のMICの 読みの差が小さい。また,

E.leutumお よびV.parvulaは 菌 の発育状態が培養条

件によりばらつきやすいので注意を要する。すなわち,

菌 の新鮮さと充分発育していることの確認が 重 要 で あ

る。

嫌気性球菌の10薬 剤に対する感受性試験の成績から,

接種菌液を6時 間培養菌液 とすると,ひ じようによい判

定者間の再現性を得ることができた。判定者によるMIC

の読みの差を生 じさせる原因としては菌液の濁度が問題

となる。6時 間培養菌液 と24時 間培養菌液の相違点は

その1mlあ た りの生菌数と菌液の濁度である。とくに

菌液の濁度は,最 大発育許容濃度と最小発育阻止濃度の

間で著しく影響すると考え られ る。いわ ゆ るbarely

visible haze of growthの 判 定者による取 り扱いの相

違が,MICの 読みに大きく影響 していた。24時 間培養

菌使用の時に,と くにこのbarely visible haze of gro-

wthを み ることが多かつた。接種方法につい ては,操

作の簡略化の観点からみて,ま た諸外国の傾向をみても

多 目的アパラッツス使用の方向にすべ きであ る と考 え

る。判定 までの培養時間も 試験の迅速化の点 か ら24

時間以内にすべきであろう。

結 論

寒天平板希釈法によるMIC測 定の際,再 現性の良い

成績を得るため,と くに研究者間の判定の再現性を良 く

するために,次 の点に注意すべきである。

Fig.3 Correlation of MIC values read after 24 hr. 

of incubation and 48 hr. A ; A 6 hr. culture 

was inoculated 1, using a loop and 2, an ap-

paratus. B ; A 24 hr. culture was inoculated 
1, using a loop and 2, an apparatus.

Table6 Coincidence of MIC's read by four readers
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多 くの嫌気性菌は、,GAM液 体培地での6時 間嫌気培

養菌液(MC FARLANDのstandard no.1の 半分の濁度)

を接種菌液とする。 しかし,比 較的発育の遅い嫌気性菌

は18～24時 間培養菌液(MC FARLANDのstandard

no.1の 半分の濁度)を 用いる。こ の時 の菌液の1ml

あた りの生菌数は105～106で ある。必要ならば希釈液ま

たは0.05%Yeast extract水 で希釈 して調整 して用い

る。多 目的アパラッツスで薬剤含有平板に接種 し37℃

24時 間培養後に判定する。

稿を終るにあた り,本 研究の実施に際し,ご 指導,ご

校閲下 さい ました恩師 鈴木祥一郎教授,上 野一恵助教

授,二 宮敬宇助手に深謝いたします。また本研究に際 し

ご協力下さつた教室各位に感謝いたします。
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STANDARDIZED ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY 

TESTING OF ANAEROBES. II 

Reproducible MIC 

KUNITOMO WATANABE 

Department of Bacteriology, Gifu University School of Medicine

The agar dilution technique which has been used at our laboratory for several years was converted. 

Briefly, serial two-fold dilutions of the antibiotic are prepared and incorporated into GAM agar 

(Nissui) . The inoculum is prepared as follows : Almost all strains of anaerobes except slower growing 

strains is grown in GAM broth (Nissui) for about 6 hours anaerobically. A 6-hour culture in GAM 

broth has the turbidity of a half of MC FARLAND no. 1 (105 to 106 viables cells/m1) . When a 24-hour 

culture is employed, it is diluted in UENO'S diluent (without agar) or 0. 05% yeast extract solution to 

the same density above. 

The inoculum is applied by means of a multipurpose apparatus for rapid inoculation. 

The susceptibility plates are incubated at 37•Ž in anaerobe jars (Steel-wool copper sulfate method ; 

CO2 10%, N2 90%) for 24 hours. 

The MIC of each strain is read as the highest dilution of drug yielding no growth. 

This procedure is better at the point of the rapidity, simplicity and reproducibility.


