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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(2)
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Bacteroides groupの50株 のLCM,CLDM,CP,TP,MINO,CEZの6薬 剤に対する感受

性をGAM寒 天培地(ニ ッス イ)を 用いた寒 天希釈法お よび1濃 度デ ィス ク法で測定 し,B.flagilis

groupに 対 し1濃 度デ ィス ク法 が成立す るか否かを検討 した。その結果,寒 天希釈法に よって得 ら

れた最小発育阻止濃度(MIC)と1濃 度デ ィス ク法に よるディス ク周 囲に生 じた阻止円の直径 とは,

よく相関 した。同時に検討 した3濃 度デ ィス ク法では,TCを 除 きか な りよく相 関 した。TCで は,

12.5～25μg/mlと 比較的高 いMICを 示 した15株 中9株 が帯 と判定 され た。

序 文

著者 らは嫌 気 性 菌 の 薬 剤感 受 性 試 験 法 につ い て の検 討

を重ね,寒 天希 釈 法 に よる 最小 発 育阻 止 濃度(MIC)の

測 定に際 し,再 現 性 の 高 い 実験 条件 を定 めた1,2)。また こ

の寒天希釈 法 に よ るMICを 基 礎 とし,1濃 度 デ ィ ス ク

法の検 討 を行 な い,Clostridium perfringens3)と 嫌 気

性 球菌(Peptococcus,Peptostreptococcus)4)に つ い て

の成績を示 した。 本 報 ではBacteroides fragilis group

(Bacteroides fragilis,B.thetaiotaomicron,B.vul-

gatus,B.distasonis,B.ovatusな ど)に つ い て1濃

度法が成 立す るか 否 か を,ま た3濃 度 デ ィス ク法 につ い

て も若 干 の検 討 を加 え た 。

材 料 と 方 法

供試 菌株

教室 保 育 のBacteroides fragilis group 50株 を 供 試

した。 これ らは 各 種 臨床 材 料 お よび ヒ トの糞 便 か ら分 離

され,著 者 らの 方 法5)に よ り同定 され た もの であ る。

供試薬 剤 の原 末 お よび デ ィス ク

原末 は,栄 研 化 学 か ら 分 与 を 受 け た 力価 の 明 らか な

Lincomycin(LCM) ,Clindamycin(CLDM),Chlo-

ramphenicol(CP),Tetracydine(TC),Minocycline

(MINO),お よびCefazolin(CEZ)の6種 類 で あ る 。デ

ィスクは,市 販 の1濃 度 デ ィ ス ク(昭 和)お よび3濃 度

デ ィス ク(栄 研化学)の2種 である。

最小発育阻止濃 度(MIC)の 測定

著者 らの標準化され た方法に従 った1)2)。ただ し,測 定

条件を よ り一定 にす るために今回は,嫌 気培養法に関 し

ては,ス チ ール ウール法に よらな い で,3糧 混合ガス

(CO2:H2:N2≒10:10:80)と 室温で 働 く触媒(細 砕

した白金をアル ミナで被覆 した もの)に よ り嫌気的にさ

れ,37℃ に調整 された アネ ロボ ックス(平 沢製作所)を

用 いる方法に よった。以下,ア ネ ロボ ックス法 と称す る。

1濃 度 デ ィスク法に よる阻止円の直径 の測定

先 に報告 したC.perfringensの 場合 と同様の方法で 行

な った3)。嫌気培養はMIC測 定の場合 と同様 にアネロ

ボ ックス法である。

1濃 度 デ ィス ク法の阻止円の直径の再現性

同一菌株,同 一薬剤 ごとに5系 列の平板を準備 し,各

平板 で求めた5個 の測定値の最大値 と最小値お よびその

差を比較 した。

1濃 度デ ィス ク法の阻止円の直径 に及ぼす培養環境 の

影響

スチール ウール法 とアネ ロボ ックス法 とでの成績を比

較検討 した。各 々2系 列の平板を準備 し,2個 の測定値

の平均値を求めて比較 した。 スチール ウール法 は,ジ ャ

ー内の ガス環境をCO2100% ,CO220%,N280%,N2



1180  CHEMOTHERAPY  NOV.1980

Table 1 Ranges of zone diameters around 6 kinds of discs with 5 control strains

These values were based on 5 replicate determination.

Table 2 Variability of zone diameters

*Zone diameter(Mean)(This value was based on 2 replicate determination
。)

100%の3種 類 に変化 させて検討 した。

3濃 度 ディス ク法

GAMブ イ ヨン(ニ ッスイ)で の18時 間嫌気培 養菌

液 の0.3mlをGAM寒 天(80×230mm)に 滴下 し,

コンラージ棒で拡げた。 ディス クを置 き軽 く圧迫 したの

ち,ア ネ ロボ ックス内で18～24時 間培養 し,判 定 し

た。

成 績

1)1濃 度 デ ィス ク法の阻止円の直径 の再現性

Table 1に5菌 株,6薬 剤 ごとに5個 の測定値の うち

最大値 と最小値を示 した。 最大値 と 最小値 の 差は0.8

mmか ら10.5mmの 範 囲に 分布 し,そ の 大部分は2

mmか ら4mmの 範 囲にあ った。特別に再現性 の悪 いデ

ィスクは認め られ なか った。

2)1濃 度 デ ィス ク法の阻止 円の直径に及ぼす培養環

境 の影響

Table 2に4種 類の異なる培養環境で測定 した阻止 円

の直径を比較 した成績を示 した。TCデ ィス クで1株,

CEZデ ィス クで1株 が,CO2 0%の スチール ウール法と

アネ ロボ ックス法での阻止円の直径 とCO2 20%お よび

CO2 100%の スチ ール ウール法 での阻止 円の直径との間

に10mm以 上の差を示 したが,そ の他 の場合は,1mm

か ら7.6mmの 差 に とどま り,そ の多 くは2mmか ら

5mmの 小さい差を示 したに とどまった。

3)1濃 度デ ィス ク法 に おけ る阻止円の 直径とMIC

との関係

Fig.1-1,1-2,1-3に1濃 度 デ ィスク法による阻止円

の直径 とMICと の関係 を示 した。

CLDMの1.56μg/mlに 感受性を示す株は1濃 度デ

ィス ク法 で 直径35mm以 上の 阻止円を 生 じ,CLDM

の50μg/mlに 耐性 の株 は全 て直径10mm以 下の阻止

円を生 じた。LCMの3.13μg/mlに 感受性を示す株は,

31株 中29株 までが1濃 度 デ ィス ク法で直径25mm以

上 の阻止円を生 じ,LCMの50μg/mlに 耐性の13株 中

12株 が直径10mm以 下 の阻止 円を生 じた。

CPは,B.fragilis group 46株 に対 して1.56～6.25
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Fig.1 Relationship between zone diameters around discs and MIC values

μg/mlの 範 囲 のMICを 示 し,1濃 度 デ ィス ク法 で25

mm～45mmの 阻 止 円 の 直径 を有 した。TCの0.39μg/

mlに 感受性 を 示 す 株 は,1濃 度 デ ィス ク法 で 直 径30

mm以 上 の 阻止 円を 生 じ,6.25μg/mlに 耐 性 の 株 は 直 径

30mm以 下 の 阻 止 円 を 生 じた。MINOは12.5μg/mlで

全株の 発 育を 阻 止 した。1濃 度 デ ィス ク法 で は 全 て 直

径20mm以 上 の 阻 止 円 を 生 じた。CEZは,B.fragilis

groupに 対 し3.13～100μg/ml以 上 のMICを 示 した。

また1濃 度 デ ィス ク法 で は 直 径15～35mmの 阻止 円 を

生 じた。6薬 剤 とも,MICと 阻 止 円 の 直 径 とは,よ く相

関 した。

4)3濃 度 デ ィス ク法 とMICと の 関 係

成 績 をFig.2に 示 した。CLDMで は,MIC 100μg/

ml以 上 の株 は,全 て3濃 度 デ ィス ク 法 で(-),MIC

1.56μg/ml以 下 の 株 は 全 て3濃 度 デ ィス ク法 で(+++)で

あ った 。LCMで は,6.25μg/ml以 下 のMICを 示 す31

株 中3株 は(-)ま た は(+),残 りの28株 は(++)ま

たは(+++)と3濃 度 法 で 判 定 され た 。TCで は,MIC

12.5～50μg/mlの18株 中3株 は(+)と,残 りの15

株 は(++)ま たは(+++)と 判 定 され た 。 しか し0.78μg/

ml以 下 のMICを 示 す22株 は全 て(+++)で あ った。

MINOで はMlC 6.25μg/ml以 下 の46株 中45株 は

(++)ま たは(+++)と 判 定 され,1株 だ け が(+)と 判 定

Fig.2 Relationship of MIC values to results from

Eiken disc method
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Table 3 Estimation of auscepsibility of B.fragilis
to antimicrobial agents based on inhibition
zone diameters

され た。CEZで は,MIC 25μg/mlの13株 中8株 は

(-)ま た は(+),残 りの5株 は(++)ま た は(+++)と

判 定 され た。 ま た12.5μg/mlのMICを 示 す16株 中

5株 は(-)ま た は(+)と,残 りの11株 は(++)と

判 定 され た。MIC 6.25μg/mlの7株 中3株 は(-)ま

たは(+)と,残 りの4株 は(++)ま た は(+++)と 判定

ざれ た 。

考察および まとめ

著者 らは,嫌気性菌感受性 測定法の標準化を試み,ま ず

基本的方 法 としての希釈法の実験条件について検討 し,

さ らに はC.perfringensと 嫌気性球菌(Peptococcus,

Peptostreptococcus)に つ い て1濃 度デ ィス ク法 が 成

立す ることを報告 した。要約 するとC.perfringensに っ

いては,検 討 した薬剤(PCG,ABPC,CER,EM,OLM,

SPM,LCM,CLDM,CP,TC,SM,KM)の すべて

にりいて希釈法に よるMICと デ ィス ク法に よる阻止円

の直径 との間には充分 な相関関係が成立 した。 しか し嫌

気性球菌では,C.perfringensと 同一の実験 条件 でのデ

ィス ク法の実施が困難 であること,ま た同一のMICで

も阻止円の直径にかな りの幅があ る傾 向を うか がわ せ

た。

今回は,臨 床材料 から最 もしば しば分離 される嫌気性

菌 であるB.fragilis groupに ついて1濃 度が成 立するか

を検討 した。その結果 は,先 に示 した ようにC.perfrin-

gensの 場合.と同機の 実験 条件 で,検 討 した全ての薬剤

(LCM,CLDM,CP,MINO,CEZ)に ついて,希 釈法

に よるMICと デ ィス ク法に よる阻止円の直径 との間に

は充分な相関 関係が成立 した。感受性の程度をMICに

よ り感受性 ・中間,耐 性 と3段 階に 分類 した 表に っい

て,阻 止円の直径 をMICに 代用 した跡Table 3の よう

に なる。C.perfringensの 場合 と 比較 で きた4薬 剤につ

いてみ ると,LCM,CLDM,CPで はその境界 となる値

が よ く一殺 したがTCで は5mm程 度員 なった。 この

TCで の不一致の属因については,特 別の検討を行なっ

ていないが,培 養方法の差に よる影響を考えないとする

と,発 青速度の差員あるいはTCデ ィス クの力価の差異

に原因が求め られ るかも知れ ない。 また3濃 度ディスク

についての検討の結果,CEZ,MINO,CLDM,CP,

LCMに つ いては,満 足すべ き成績 を得 たが.TCに つ

ては問題があ った。す なわ ち(+++)と 判定 された31株

中9株 に(29%),12.5～25μg/mlのMICを 示す株が

あ った ことには注意すべ きであ る。
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The aatimicrobial susceptibilities of 50 strains of Bactsroidss fragilis group (B. fragilis, B. thetaio-

taomicron, B. vulgatus, B. distasonis and B. ovatus) were determined by the agar dilutionptechnique

described in the previous reports and by disc diffusion methods with the Showa discs and the Eiken

discs.

The results are summarized as follows:

1. Relationship of agar dilution MICs to inhibition zone diameters around the Showa discs was

considerably good about LCM, CLDM, CP, MINO, TP, and CEZ. The approximate MIC values may be

obtained from inhibition zone diameters around discs.

2. Relationship of agar dilution MICs to results from Eiken disc method was also good about LCM,

CLDM, CP, MINO and CEZ. But 9 strains determined as very sensitive to TC by Eiken disc method

were resistant to 12.5ƒÊg/ml or more of TC.


