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緒 言

細菌 の化学 療法剤に対す る感受性成績は用 うる試験方

法 に よつて異な ることは周知の ところであ る。本邦 では

好 気性菌 の薬 剤感受性試験の標準法はほぼ確立 され てい

る。 しか し嫌気性菌 のそれは実験 者に各種各様 の方法が

用い られているので各 研究者の報 告か ら嫌気性菌 の薬剤

感 受性 を比較 する ことが困難 である。臨床各科領域 で嫌

気 性菌 に対す る関心 が高 ま りつつあ る今 日,嫌 気性菌 の

薬剤感受性試験法 の標準化 お よびその成績の再現性 の検

討が世界的 な問題 となつ ている。著 者 らの教室に於い て

はGAM寒 天培 地(ニ ッスイ)を 基礎培地 としたAgar

dilution methodで 嫌気性菌の最小発育阻止濃度(MIC)

を測定 して来た。

本報では接種菌液作成法,接 種菌量,接 種方法等 の諸

因子がMIC値 に及 ぼす影響について検 討 した。

実験材料 および方法

1) 供試菌株:Bactmides fragilis (Ju-9), Bacte-

roides melaninogenicus (Rm-1), Fusobacterium va-

rium (J-2-61), Fusobacterium necrophorum (W-12), 

Fusobacterium nucleatum (8FM), Eubacterium lentum 

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

rium adolescentis (6 G-3), Clostridium ramosum (J-

2-71), Clostridium perfringens (1241-Sakai), Pepto-

coccus prevotii (9321-1), Peptococcus aerogenes (14963 
-2) , Peptococcus anaerobius (B-40), Peptococcus 

variabilis (PL-7-1), Peptostreptococcus anaerobius

(B-38), NCTC Group VII (Hare) (9819-1-2)お よび

Vemouella pamuza(10990)の17株 を 用 い た 。

2) 供 試 薬 剤: Thiophenicol(TP)〔 エ ーザ イ〕,Pro-

pionylmaridomycin (PMDM)〔 武 田〕,Sulfobenzylpeni-

cillin(SBPC)〔 武 田〕,Dideoxykanamycin B (DKB)

〔明 治〕,Cephazorine(CEZ)〔 藤 沢 〕,お よびDoxycycline

(DOTC)の6剤 を用 い た 。

3) 薬 剤 感 受 性 測 定 法:Agar dilution methodに よ

つた 。

ア) 薬 剤 含 有 平 板 作 成 法:予 め 用 意 した 各薬 剤 の2倍

階段希 釈法(1,000μg/mlか ら1.9μg/mlま で)の2

mlと 約50～55℃ に保 たれたGAM寒 天培地(ニ ッス

イ)の18mｌ とを よく混 合 して平板に固めた。ペ トリ皿

の 内径 は8.5cmで ある。室温で約3時 間乾燥 した後で

使用 した。培地 はpH7.2±0.2に 調整 した。

イ) 接種菌液 と接種菌量:薬 剤含有平板に接種す る菌

液作成のため の培養 は原則 としてGAM液 体培地(ニ ッ

ス イ)で 嫌気的 に行 なわれた。GAM半 流 動 高 層培地

(GAM高 層 と記す)(ニ ッス イ),Fluid thioglycollate

medium(Difco)お よびGAM寒 天培地 も使用 され た。

培養時間は6,12,24お よび48時 間であつた。平板上

集 落か らの菌液 の作成 または菌 液を希釈す る必要 のあ る

時には教 室 常 用 の希釈液1)(KH2PO4 4.5g,Na2HPO4

7.5g,塩 酸シス テ ィン1g, Tween 80 1g,蒸 留水1

L, pH7.2)を 用 いた。

ウ) 薬剤含有平板へ の接種方法:薬 剤含有平板へ の接

種 は内径1mmの 白金耳で約1cmに 画 線 塗 抹す る方

法 と多 目的アパ ラッツス(武 藤器械)に よる方法 とで行

なわれ た。多 目的アパ ラ ッツスでは1回 の操作で27菌

株が薬剤含有 平板上に点状に接種 され る。多 目的アパ ラ

ッツスの白金耳の内径は1mmで ある。

エ) 嫌気培養 法:嫌 気培養 は原則 としてスチール ウー

ル法2)(N290%, CO210%)で 行 なわれ た。スチ ール ウ

ール法(CO2 100%)も 用 い られた。培養時 間は48時 間

であ る。

オ) MIC値 の決定:肉 眼 で完全 に発 育 阻 止を示す薬

剤の最低濃度 をMICと した。

実 験 成 績

1) 前培養 に用 いたGAM高 層 とGAM液 体培地 の

比較

被検菌 のGAM高 層 とGAM液 体 培地での24時 間

培養菌を用い,そ の1白 金耳量を画線塗抹 して両者 での

MIC値 を比較 した。17菌 株で4薬 剤につい て検討 した

成績はTable1に 示す。SBPCで は,17株 中9株 は前

培養培地が異 なつて もMICは 一致 した。17株 中6株 は

GAM高 層での前培養で よ り耐性 に判定 され,残 りの2



1460 CHEMOTHERAPY NOV. 1974

株はGAM液 体 培地での前培養で よ り耐

性に判定 され た。PMDMで は,17株 中

9株 が一致 した。 残 りの8株 は 全 て

GAM高 層で より耐 性 に 判 定 された。

CEZで は,17株 中12株 が一致 した。17

株中4株 はGAM高 層 の前 培養 で よ り耐

性に判定 され,残 りの1株 はGAM液 体

培地 でよ り耐性 に判定 された。TPで は,

16株 中11株 が一 致 した。残 りの5株 中

4株 はGAM液 体培地で の前培養 で よ り

耐性 に判定 され,1株 はGAM高 層で よ

り耐性に判定 され た。すなわち全体 と し

てGAM高 層での前培養 の場 合 のMIC

値がGAM液 体培地 での前培養 の場合 の

MIC値 よ り高 くで る傾 向を示 した。 菌

種に よ る特 徴的な傾向は認め られ なか つ

た。

2) 接種 菌液調整の方法 の比較

接種菌 液は次の方法に よつ て準備 され

た。方 法1:GAM液 体培地で の24時

Table1. MIC of anaerobes (Streak on plate method)

Inoculum prepared from 24-hour culture in GAM semisolid medium (S) 

or in GAM broth (B)

Table2. Comparison of inoculum preparating method
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間 培 養 菌 液(教 室で常用 されて来た方

法)。 方 法2:5%家 兎 血 液 加Fluid

thioglycollate mediumで の48時 間培

養菌 を滅菌生理食塩 水で10-2倍 に希 釈

した もの(1965年 頃FINEGOLDら8)が

用 いた方法)。 方法3;GAM寒 天 培 地

での48時 間培養菌 の1白 金耳量(内 径

3mm)を1mlのGAM液 体培 地に均等

に浮遊 したもの(KISLAK5)の 方 法 の著

者に よる変法)。 方法1,方 法2お よび

方法3の 接種菌液1m1あ た りの生菌数

は各 々108～109,106～107,お よび108

で ある ことが定量培養 で確かめ られた。

方法1で は画線塗抹 法,方 法2お よび方

法3で は多 目的 アパ ラッツスで接種 して

MIC値 を比較 した。薬剤はCEZ,TPお

よびSBPCを 用い た。方 法1と 方法2の

比較は11菌 株を用 い,方 法1と 方 法3

の比較は14菌 株を用い て行 なつた。成

績はTable2とTable3に 示 した。

方法1と 方法2の 比較で は,CEZお

よびTPの11菌 株に対す るMICは 両

方法間で よ く一致 した。SBPCに 対 して

は方法1の 場合にMICが2～4倍 高 く出

る傾 向を示 した。方法1と 方法3の 比較

では,CEZ,TPお よびSBPCと も,方

法3の 場合 に方法1の 場合 よりも2～4

倍高 いMICを 示す傾 向を示 した。菌種

別にみ ても特 に一定 の傾 向は認 め られな

かつた。

3) 接種菌量の影響

GAM液 体培地で の24時 間培養菌液 を

原液 とし,教 室常用 の希 釈液で10-2倍 希

釈法で所要濃度 まで希釈 した。原液,10-2

倍希釈液お よび10-4倍 希釈液か ら各 々

1白 金耳量を画線塗抹 し,接 種菌量に よ

るMIC値 を比較 した。薬剤 はTPお よ

びPMDMを 用 いた。 接種菌液 の1ml

あた りの生菌数 は108～109, 106～107お

よび104～105で あつた。Table4に 示

す と お り,TPで は β. fragilis, E

leutumお よびP. auaerobiusが,PMDM

ではF. varium, B. adolesceutis, Pst.

auaerobiusお よびV. parvulaで は 接

種菌量 に よりMICは 影響を受けなかつ

た。 しか し多 くの場合,10-2倍 の接 種菌

Table3. Comparison of inoculum preparat.ing method

Table4. Inoculum size and MIC
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量 の増 加は2倍 程度では あるが,MICを 高 くす る傾 向を

示 した。

4) 前培養 の時 間の影響

GAM高 層で24時 間培養 した被 検 菌 の1白 金 耳 量

(内径1mm)をGAM液 体培地10mlに 接種 した。そ

の6,12お よび24時 間培養菌液 を用 いて画線塗抹 法に

よ りTPお よびDOTCに 対 す る感受性

値 を測定 し比較 した。6,12お よび24

時間培養 菌液の1mlあ た りの生菌数は

各 々105～106,107～108お よび108～109

で ある ことが定量培養 に より確 かめ られ

た。Table5に 示す とお り,GAM液 体

培地で の培養時 間が長 くなれ ば,MICが

高 くなる傾 向を示 した。前培養 の時 間が

長 くなれば それ だけ接 種菌量 が多 くな る

結果 と考 え られ る。TPで は13株 中9

株は,6,12お よび24時 間 の前培 養菌

液 を使用 した場合 のMICは た つた1希

釈段階以 内の差 におさまつた。 残 りの4

株中3株 は2希 釈段階異 な り,1株 は4

希釈段階異 なつ た。DOTCで は13株 中

10株 は1希 釈段階以 内の差 であ り,残

りの3株 は2希 釈段階 の差 であつた。

5) 接 種方法の影響

GAM液 体培地で の24時 間培養 菌 を

Table5. Time of incubation and MIC

Table6. Inoculating methods and MIC
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通常の画線塗抹 す る方法 と多 目的 アパラ ッツス用 の メザ

ラの溝に約1m1を 入れ多 目的アパ ラ ッツスで接種 した

場合 との成 績を比較 した。16菌 株 の4種 類 の薬 剤に対

す る感受性の比較をTable6に 示 した。

SBPCで は16株 中11株 は両方法で のMICが 一致

した。残 りの5株 中3株 は多 目的 アパラ ッツスに よる

MIC値 が よ り耐性に判定 され,2株 は画線塗抹 法に よる

MIC値 が よ り耐性 に判定 された。PMDMで は16株 中

9株 が一致 した。残 りの7株 中6株 は多 目的アパ ラ ッツ

スに よるMIC値 が よ り耐性に判定 され1株 だけ画線塗

抹 法で より耐性に判定 された。CEZで は16株 中11株 が

一致 した
。残 りの5株 中4株 は多 目的アパ ラッツスで よ

り耐性に判定 され,1株 だけ画線塗抹 法で よ り耐性に判

定 された。最後にTPで は16株 中5株 が一致 した。残

りの11株 中9株 は多 圏的アパ ラッツスで よ り耐性に判

定 され,2株 だけが画線塗抹 法で より耐性に判定 された 。

全体 として,多 目的アパ ラ ッツス使用 の場合 のMIC値

が画線 塗抹 法に よるMIC値 より2倍 程度,時 に4倍 程

度耐性に判定 され る傾 向を示 した。

6) 嫌気 ジャー内のCO2濃 度の影響

CO2100%の 嫌気 ジ ャー内で嫌 気培養 した場合 とCO2

10% N2 90%の 嫌気 ジャーで培養 した場合 とでMIC値

を比較 した。 薬剤にはCO2に よ り影響を受け る といわ

れ るマ クロライ ド系 のPMDMを 供 した。GAM液 体培

地 での24時 間培養菌 とその10-2倍 希釈液を 接種菌 液

と して多 目的アパ ラ ッツスに よ り接 種 した。 この時 の

24時 間培養 菌液の1m1あ た りの生菌数 は107～108で

あつた。Table7に 示す とお り,100%CO2環 境 で培養

され た場 合のMICは10% CO2 90% N2の 嫌気環境 で

培養 された場合 のMICよ り2倍 程度耐性に判定 され る

傾 向がみ られた。培地 のpHはCO2 10% N2 90%の 嫌

気 ジャー内で37℃ 24時 間放 置され ると約0.5～1.0低

下 す ることが確か め られ てい る。CO2100%の 嫌気 ジャ

ーに置かれ ても培地 のpHは 約1 .0低 下 す るだけであ

る。

考 按

各種薬剤 の嫌気 性菌 に対す るMIC測 定に関 しては,

好気性菌 の場合 と同様に液体培地 を用 い る方法 と寒天培

地を用 いる方 法があ る。MOOREら3)は,嫌 気的条件下で

のBroth dilution method整 こよ りMICを 測 定 してい る。

しか しAgar dilution methodに よ りMICを 測定 して

い る研究者が 多い4,5,6,7)。

著者 らは,GAM寒 天培地を基礎培地 とす るAgardilu-

tionmethodで 嫌 気性菌 のMICを 測定 している。GAM

寒天培地 は培地中に各種栄養 素を豊富に含有す るよ うに

工夫 され てい るため,諸 外 国で用 い られてい る他 の基礎

培地 と比較 して,血 液を添加す る必要 がな

いとい う長 所があ る。 ま た,Liver veal

agar (Difco), Braia heart infusion agar

(BBL),Columbiaagar(BBL),Schaedler

agar (BBL),お よびBrucella agar (BBL)

に血液 を添加 した培地 と比較 して,嫌 気性

菌 の発 育支持力は まさる とも劣 らない。あ

る薬剤に関 してGAM寒 天培地 を用 いて測

定 したMXCは 他 の培地 を用 いて測定 した

MICよ り耐性に判定 され る傾 向 を示 す こ

とが知 られてい る12)。著者 は この よ うな特

徴を有す るGAM寒 天培地 を薬剤感受性測

定用培 地 として用い てい る。

臨床材料か らの分離菌 等で急を要す る時

にはGAM高 層での1夜 ～24時 間培養菌

を 白金耳で と り薬剤含有 平板 に画線塗抹す

る方法を行 な うこ とがあつた11)。GAM半

流動高層に よる培養法 は,嫌 気性菌を好気

的環境下で も発育 させ る ことがで きる唯一

の方法で あ り,特 別 の嫌 気培養装置を必要

としない。す なわ ち,ひ じよ うに簡単 な操

作です ませ る ことがで きる。 しか し接種菌

量が不均一 とな ることが予想 されMICが

Table 7. CO2 concentration in jar and MIC of PMDM
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接 種菌量 に より影響を受け るな らば成績 の正確 さと再現

性の点で問題 とな る。 また,GAM半 流動高層に含有 さ

れ る寒天 は薬剤含有 平板上に集落様 の粒子 を作 り,判 定

を困難にす る。GAM半 流動高層 での24時 間培養菌 の

よく発育 してい る部位か らの1白 金耳量 を画線塗抹 す る

方 法 とGAM液 体培 地で の24時 間嫌気培養菌 液か らの

1白 金耳量 を画線塗抹 す る方法で のMIC値 の比較 では,

予 想 した程 の差 は認 め られなかつ たが,寒 天を含有 しな

いGAM液 体培地 での培 養菌液を使用 した場合 の判定が

容易で あつ た。著者 らは,GAM液 体培地 での嫌 気培養

菌 液を接種菌液 と して用 い ることに した。

しか し,こ の接種菌液作成 の方法は研究者 に よ り異な

る。FINEGOLDら8)は5%羊 血液加Fluid thioglycollate

mediumで の48時 間培養菌液 を10-2倍 に希 釈 した も

のをかつて用い ていた。 しか しその後6時 間培養菌液 を

用 い るよ うに なつた。 またKISLAK5)は,寒 天培地 での

48時 間培 養菌を液体培地 に均 等 に浮 遊 させた ものを用

い た9外 国の文 献 中にみ られ るMICと 著者 らのMIC

を 比較す るために設定 して行 なつた実験か ら,FINEGOLD

らのMICは,著 者 らのMICよ り低 く現 われ てい ると

考 え られた。そ の原因 は接種菌 液の1mlあ た りの生菌

数 に求め られ る。著者 らの用 い る接 種菌液は1mlあ た

り108～109で あ り,FINEGOLDら の方 法に準 じた接種菌

液 は106～107で あつた。KISLAKに 準 じた接種菌液作成

法 でのMICは 著者 らのMICよ り高 く現われた。KISLAK

の方法 に準 じた接種菌液 の1mlあ た りの生菌数 は108

で あつ た。接種菌 液の生菌数がほぼ等 しいに もかかわ ら

ず このよ うに差 を生 じた理 由と して接種 方法が問題 とな

る。す なわ ち画 線塗抹 法 と多 目的 アパラ ッツス法のちが

いで ある。1mlあ た り109の 生菌数 を有す る菌 液か らの

1白 金耳量(内 径1mm)【 には105～106の 生菌数 を有 し

両 方法間 で差 はほ とん どない.し か し,こ の105～106の

菌』は,画 線塗抹法 では薬剤含有平板上 の約20mm2に 接

種 され,多 目的 アパ ラッツス法では約13mm2に 接種 さ

れ る。GAM液 体培地 での菌 の発育 は,6時 間で1ml

あ た り105～106,12時 間で107～108,そ して24時 間 で

108～109で ある。 実験成績か ら嫌気性菌 で もGAM液 体

培 地での6時 間培養菌液 を用 いてMIC測 定が可能 であ

り,そ のMIC値 は24時 間培養菌液 使用の場合 よ りも

2倍 ほ ど低いだけで ある。6時 間培養菌液を接種菌液 に

した場合,判 定が容易で あつ た。

嫌気 性菌 ににおい ても多 目的 アパ ラッツスを用い る接

種 方法 が,FINEGOLD4), WASHINGTON7), INGHAM6)ら

に よ り行 なわ れてい る。多 目的 アパラ ッツス使用の際 の

彼 らの接種菌液1mlあ た りの生菌数は,各 々105～106,

105～106,お よび105で ある。 同 じ接 種菌液を用 いて も

多 目的 アパ ラッツスで接種 して得 たMIC値 は画線塗抹

法に よつ て得 たMICよ りや や高 く判定 され ることはす

でに述べた。

嫌気性菌 の各種 薬剤 に対す る感 受 性 測 定ににおけ る

Agar dilution methodの 標準化の第1歩 として,主 に

接 種菌液作成方法,接 種菌 量お よび接種方法 がMICに

及ぼす影響につ いて検討 した。その結果,接 種菌液は寒

天を含有 しない液体培地 を用 いて作成 し,そ の1mlあ

た りの生菌数は105～106(6時 間培 養菌液)と す る。接

種 方法は多 目的アパ ラ ッツスを用 い る。上に述べた方法

が,MIC測 定操作 の正確 さ,迅 速性 お よび簡易性の観

点か ら優れ てい ることが認 め られた。その手技の実際例

につ いては さらに詳細に検討 し,こ れ らの方法に よる成

績 の再現性 については第2報 に報告す る。

結 論

嫌気性菌 に対 す る薬剤感受性試験法 の標 準化の検討を

行 ない,次 の結果 を得た。

1) 被検菌 の前培養 には液体培地 を用 いる。寒天 を含

有 した半流動培地 での前培養 は,判 定 の際,正 確 さを欠

く可能性が ある。

2) 接種菌量 はMICに 変動 を与え る。操作を迅速 に

行な うた めに も嫌 気性菌 では6時 間培養菌液(1mlあ

た り105～106)を 用 い ることを提案す る。

3) 接種方法 は多 目的アパ ラ ッツスを用い る。 この方

法では一度 に多数 の菌 が接種で き,簡 単か つ迅速 に操作

を終 え ることが でき る。従がつ て酸素 の嫌気性菌へ の影

響 も最少限にす る ことができ る。

4) 嫌気 ジ ャー中のCO2は ある種 の薬剤(PMDM)の

抗菌 力に影響を与 えた。

稿を終 るに当 り,本 研究の実施に際 し,ご 指導,ご 校

閲を 戴 いた 当教室 の恩師 鈴木祥一 郎教授,上 野一恵助

教授,二 宮敬宇助手 に深謝致 します。 さらに本実験に協

力下 された 当教室 の各位 に も感謝致 します。
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STANDARDIZED ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY 

TESTING OF ANAEROBES 

1. FACTORS INFLUENCING AGAR DILUTION MIC

KUNITOMO WATANABE

Department of Bacteriology, Gifu University School of Medicine

Agar dilution method with GAM agar (Nissui) has been used for susceptibility testing of anaerobes 

in our laboratory. MIC of an antibiotic for an organism has to be defined according to the condition 

of test. 

Strains tested are grown in GAM broth (Nissui) anaerobicaly. Semisolid culture is not appropriate 

as inoculum. It is possible that a 6-hour culture in GAM broth is employed as inoculum. A 6-hour 

culture has 106 to 106 living cells per ml. This inoculum is applied very easily and rapidly to the 

surface of the susceptibility plates by means of a multiporpous apparatus. The plates are incubated 

at 37•Ž in anaerobic jars (Steelwool copper sulfate method ; CO2 10%, N2 90%), and are read after 

about 48 hours of incubation.


