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嫌気性菌 の薬 剤感受性試験 の標 準化につ いて 第3報

1濃度ディスク法の検討(1)

渡 辺 邦 友

岐阜大学医学部微生物学教室

(主任:鈴 木祥一郎教授)

(昭和50年5月30日 受付)

著 者 は 嫌 気 性 菌 の薬 剤 感 受 性 試 験 法 に つ い て の検 討 を

重 ね,そ の基 礎 的 方 法 で あ る寒 天 希 釈 法 に よ る最 小 発 育

阻 止 濃 度(MIC)の 測 定 に 関 して は,い ち お う再 現 性 の

あ る 方 法 を 定 めた1,2)。 しか し こ の希 釈 法 は 操 作 が 繁 雑

な た め 一 般 検 査 室 で は よ り簡 易 な デ ィ ス ク法 に よ り希 釈

法 で 求 め られ るMICの 近 似 値 を 求 め る こ とが 望 まれ て

い る。 金 沢 ら3)は,す で に多 くの菌 種 の嫌 気 性 菌 を ひ と

ま とめ と し て1濃 度 デ ィ ス ク法 の検 討 を 行 な い 報 告 した

が,嫌 気 性 菌 は 菌 種 に よ り発 育 の遅 速 が著 しい 。

そ こで 本 報 で は,先 づ 嫌 気 性 菌 の 中 で 最 も発 育 の良 い

菌 種 の1つ で あ るClostridinm Perfringensを 用 い て1

濃 度 デ ィス ク法 の検 討 を行 な っ た 。

実 験 材 料 お よ び 方 法

供 試 菌 株:Clestridium Perfringens 52株 を 用 い た 。

こ れ らは 教 室 の三 和 が1973年 に 南 極 の昭 和 基 地 周 辺 の

土壌 か ら分 離 し た 株3)と 岐 阜 市 の 土 壌 か ら分 離 さ れ た 株

お よび 臨 床 材 料 か ら分 離 され た 株 で あ る。

供 試 薬 剤 お よび デ ィス ク:原 末 は,製 薬 会 社 か ら分 与

を うけ た 力価 の 明 らか な12種 類 を 用 い た 。 デ ィス クは

市 販 の 昭 和 デ ィス クを 用 い た 。 以 下,12種 の薬 剤 とそ の

1濃 度 デ ィス クの 力 価 を 示 す 。Penicillin-G (PCG):

20u, Aminobezylpenicil1in(ABPC): 30μg, Cephalo-

ridine (CER): 30μg, Erythromycin (EM): 50μg, 

Oleandomycin (OLM): 30μg, Spiramycin (SPM): 

30μg, Lincomycin (LCM): 30μg, Clindamycin 

(CLDM): 30μg, Chloramphenicol (CP): 100μg, 

Tetracycline (TC): 200μg, Streptomycin (SM): 50 

μgお よびKanamycin (KM): 50μg。

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)の 測 定 方 法:GAM寒 天(日

水)を 基 礎 培 地 とす る寒 天 希 釈 法 を 用 いた 。 各 種 薬 剤 の

1,000μg/ml溶 液 を 原 液 と し1.9μ9/mlま で2倍 希 釈

し た 。 そ の各 々2m1に 約50℃ に 保 温 さ れ たGAM寒

天 を18m1添 加 し よ く混 合 し 平 板 に 固 め た 。 被 検 菌 の

GAMブ イ ヨ ン(日 水)で の4～6時 間 嫌 気培 養 菌 液 を

そ の ま ま(MCFARLANDstandard solutionの#1～#

1の 半 分 の濁 度 に 相 当),ま た 濁 度 が 著 し く高 い も の に

ついてはUENO's diluent4)あ るいは0.05%のYeast

Extract水 溶液で上述した濁度に調整したものを接種菌

液として用いた。こ の時 の生菌数は105～106/mlで あ

る。感受性測定用GAM平 板 に は 多目的アパラッツス

(武藤器械)を 用いて迅速に接種し,37℃ で 通 常20～

24時 間嫌気培養した。

1濃 度ディスク法による阻止円の直径測定:1濃 度デ

ィスク法に用いる培地には希釈法と同様 にGAM寒 天

を用いた。ペ トリ皿(内 径8.5cm)へ の分注量は20ml

とした。接種菌液の作成方法は希釈法 に 準 じた。GAM

平板 には市販のcotton swab(大 日本製薬)を 用いて同

一平板に同一cotton swabで 少 くとも3方 向か らてい

ねいに塗抹された。この時の平板1枚 あた りの接種生菌

数は,約104個 で ある。1枚 の平板には3種 類のディス

クを限度とした。ディスクを培地表面に密着させ,直 ち

に37℃ で20～24時 間嫌気培養した。

阻止円の直径は ノギスで測定し,小 数点1位 を4捨5

入mm単 位で求めた。楕円形の阻止円の場合には長径

と短径を平均した値を用いた。

嫌気性培養法:嫌 気性培養法はスチールウール法(CO2

10%, N290%ガ ス環境下)を 用いた。

実験成績および考察

1)　 MICの 分布

供試した12種 類の薬剤のC. perfringensに 対 す る

MICの 分布をTable 1に 示 した。PCGはC. perfrl-

gens 25株 全株に対し0.39μg/ml以 下,ABPCは52

株 全株に対し0.39μg/ml以 下のMICを 示 した。cER

は25株 全株に対し3.13μg/ml以 下 のMICを 示 した。

EM, OLMお よびSPMは,25株 に対しそれぞれ0.78

～12.5μg/ml,1.56～50μg/mlお よ び1.5～12.5μg/

mlのMICを 示 した。LCMは44株 に対 し0.19～25

μg/mlの 範囲のMICを 示 し0.19μg加1と6.25μg/

mlと に ピークをもつ2峰 性を示 した。CLDMは44株

全 株に対し1.56μ9/ml以 下のMICを 示 したQWIL-

KIN5)ら に より報 告 され たCLDMに 高度耐性のC.

Perfringensは ここでは認められていない。
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CPは25株 に対し1.56～3.13μg/mlのMICを 示

し,TCは44株 中36株 に 対 し0.19Ptg/ml以 下 の

MICを,ま た残 りの8株 に 対 しては3.13～50μg/ml

のMICを 示 した。

SM,KMは26株 全株に対し100μg/ml以 上 のMIC

を示 した。

2)　 阻止円の直径の大きさの分布

10種 類のデ ィスクの周囲に生じた阻 止 円の直径の大

きさの分布をFig. 1に 示 した。

PCGデ ィスクには,25株 とも直径34mm以 上 の阻

止円を生 じ,ABPCに は52株 全株とも直径40mm以

上 の阻止円を生 じた。CERに は,直 径23～36mmの

阻 止 円 を 生 じた 。

EM, OLMお よびSPMデ ィス クに は,そ れ ぞ れ19～

36mm, 10～20mmお よび19～26mmの 直 径 の 阻 止

円 を 生 じ た 。LCMに は,19～42mm,CLDMに は22

～39mmの 直 径 の阻 止 円 を 生 じた 。

CPデ ィス ク に は29～42mm,TCに は17～39mm

Table 1 Distribution of MICs of C. perfringens to 12 antimicrobial agents 

Fig. 1 Distribution of inhibition zone diameters 
around discs (C. perfriringens) 

PCG(20u)● … … ●AEPC(30μg)× … … ×

CER(30μg)▲ … … ▲EM(50μg)△ … … △

OLM(30μg)○-○SPM(30μg)○ … … ○

CLDM(30μg)○-・-・-○LCM(30μg)・-・

CP(100μg)×-×TC(200μg)▲-▲

Table 2 Effect of inoculum size on zone diameters 
around discs (C. perfringens) 

* 7:107/ml

** Potency: CP 100μg
, LCM30μg, ABPC30μg.

TC 200μg
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の直径の阻止円を生 じたQKM, SMデ ィスクの周囲には

1株 も阻止円を生 じなかった。

3)　 阻止円の直径の大きさに及ぼす接種菌量 と培養時

間の影響

接種菌液の1mlあ た りの生 菌 数 を107個 か ら104

個 までの4段 階に変化させ阻止円の直径の大 きさを比較

した成績をTable 2に 示 した。

接種菌液1mlあ た りの生菌数の増加 は,CP, LCM,

ABPCお よびTCの いずれのディスクでも阻止円の直

径を小さくした。1mlあ た りの生菌数105～106個 の接

種菌液を用いた時の阻止円が,最 も鮮明で測定 しやすか

った。

次に平板にデ ィスクを置い て か ら の嫌気培養時間を

12時 間,24時 間 とし,そ れぞれの阻止円の直径を測定

し比較した(Table 3)。

TC, CP, EM, LCM, ABPCお よびCERい ず れの薬剤

も培養時間の影響は小さかった。

4)　 MICと 阻止円の直径の相関

各菌株につき寒天希釈法によるMICと1濃 度デ ィス

ク法に よる阻止円の直径を求め,両 者の相関 を 検 討 し

た。

C. Perfringensの 感 受性の程度が比較的広い範囲に分

布した薬剤LCM,CLDMお よびTCに つ いてMICと

阻止円の直 径 の相 関をFig。2,3,4に 示 した。LCM

で は よく相関した。TCで は,感 性菌と耐性菌を区分す

る点をMIC1.56μg/m1,阻 止 円の直径28mm付 近に

置 くことができる。PCG, ABPC, CER, EM, OLM, SPM,

CPで もMICと 阻止円の直径はひ じょうに狭い範囲に

集合して分布した。すなわち,1濃 度デ ィスク法で求め

た阻止円の直径から希釈法によって求めたMICと 近 似

の値をかな り正確に推定できることを示唆 した。

5)1濃 度 ディスク法による感受性の程度の分類

細菌のある抗菌剤に対する感受性の程度は薬剤の通常

の投与によって得 られる血中濃度により推定することが

できる。

感受性の程度をMICに より3段 階に分類した表につ

いて,1濃 度デ ィスク法による阻止円の直径をMICの

代 りにあてはめるならTable 4の よ うになる。

Table 3 Effect of incubation time on zone diameter 
around discs (C. perfringens 1 strain) 

* Inhibition zone diameter (mm) 

Fig. 2 Relationship between zone diameters around 

LCM discs and MIC values 

* C . prefringens: 43 strains ** LCM (30μg) 

Fig. 3 Relationship between zone diameters around 

CLDM discs and MIC values 

* C . perfringens: 44 strains ** CLDM (30μg) 

Fig. 4 Relationship between zone diameters around 

TC discs and MIC values 

* C . perfringens: 44 strains ** TC (200μg) 
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ま と め

C. Perfrin8ensのGAMブ イ ヨ ンで の4～6時 間 嫌 気

培 養 菌 液(MC FARLAND standard Solution #1～#1の

半 分 の 濁 度)をcottonswabで,培 地 分 注 量20m1の

GAM平 板(ペ トリ皿 内 径8.5cm)に 塗抹 し,デ ィス ク

を 置 き,20～24時 間嫌 気 培 養 し て 求 め ら れ る阻 止 円 の

直 径 の 大 き さは,著 者 の 標 準 化 し た 希 釈 法 に よ っ て得 ら

れ るMICと よ く相 関 し た 。

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 講 師 に深 謝 い た し ます 。 ま た,本 研 究 に 際 しご

協 力 下 さ った 教 室 各 位 に 感 謝 い た し ます 。
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STANDARDIZED ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY 

TESTING OF ANAEROBES. 3 

Single Disc Diffusion Method (C. perfringens) 

KUNITOMO WATANABE 

Department of Bacteriology, Gifu University School of Medicine

The susceptibility of C. perfringens was determined by both agar dilution method and single disc 
diffusion method. The agar dilution method was the standardized method described in previous 

papers. The single disc diffusion method was as follows: The inoculum was a 4 to 6 hr culture in 
GAM broth (Nissui). It has almost the same turbidity as # 1 MC FARLAND standard solution. The 

plate (GAM agar) poured to a depth of 5 to 6 mm was applied with a cotton swab soaked in inoculum
and incubated in jars (Steel-wool copper sulfate method, Atmosphere: CO210%, N290 .%) at 37℃. 

Inhibition diameters were measured after 20 to 24 hrs. 

Inhibition zone diameters and agar dilution MICs had a good correlationship each other. Inhibition 

zone diameters could be used in place of the minimal inhibitory concentrations of the drug used. 

Table 4 Estimation of susceptibility of C. perfrin-
gens to antimicrobial agents based on inhibi-
tion zone diameters

* Inhibition zone diameter (mm) 
** MIC (Pg/ml)


