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要 旨

Clostridium tetaniの 分離 に関す る報告 は近 年 の ものが少 な く,古典 的 な方 法が 現在 もそ の まま用 い ら

れ る事 が多 い.

C.tetaniと 他 菌 との混 合培 養 に よ り,実 験的 に分 離方 法 の検討 を行 い次 の成績 を得 た.

1)Escherichia coli, Streptococcus sp., group G, Staphylococcus aureus,Clostridium perfringensと

の混 合培 養 の結果,材 料 の増 菌培 地 としては,GAM培 地 の ほ うが肝肝 ブイ ヨン,ク ック ド ミー ト,チ オ

グ リコ レー ト培地 よ り優 れた成 績 が得 られ,こ の際C.tetaniの 生菌 数が 最大値 を示 す培 養 日数 は2日 で

あ った.

2)Fildesの 斜 面 分離 法 をEcoliと の混 合液 で検 討 した結 果,GAM寒 天 は血 液 加 ハ ー トイ ン フ ュ

ジ ョン寒 天,ハ ー トイ ン フュジ ョン寒天 と同様 の成績 を示 し,swarmingの 抑 制 は なか った.観 察 の容易

さ,培 地 作製 の簡 便 さか らみ て もGAM寒 天斜 面 分離法 は推 奨 し うる.

3)分 離用 培地 へ の1.0%以 上 のglucose添 加 はC.tetaniのswarmingを 抑 制 し,2.0%の 添 加 は発育

を も抑制 した.従 ってZeissler培 地 は分離 用培 地 として適 当で ない.

4)GAM寒 天 を使用 して もStreptococcus sp.,group G, C.perfringensと の混 合時,C.tetaniの

swarmingが 抑制 され,分 離 率が低 下 した.ま た この分離 率 はC.tetaniの 接種 菌 数 と相 関 した.適 当 な

選択 培地 のな い現在,Ctetmiを よ り確 実 に分離 す るため に は前 も って十 分 な増菌 を行 うと共 に,何 本

かの斜 面培 地 を併用 す る必要 が あ る.

序 文

破 傷風の診 断は通常臨 床的 に行 われ るため

Clostridium tetaniの 分離は臨床材料よ りもむし

ろ土壌,糞 便な ど環境材料を使用 した疫学的研究

の立場から行われる事が多かった.し たが ってそ

の分離方法の記載 も近年のものは少な く,使 用す

る培地,培 養 日数などもさまざまである.

しか しながらより確実に菌を分離する事は疫学

的研究の方法 として重要であるばか りでなく,血

清学的診断方法の全 くない破傷風の場合,臨 床診

断を確実にするためにも意義有ることと考え,分

離方法の再検討を行った.

特に環境材料からのC.tetaniの 分離では通常,

材料を増菌培養 し,その培養液か らC.tetaniを 分

離す るとい う二つのステップが とられる.本 研究

ではこの各々について,実 験的混合培養により培

地,方 法について検討 し2,3の 知見を得たので報

告す る.

材料および方法

1. 使用菌株

混合培養実験には次の5菌 株を使用した.Clos-

tridium tetani ES242(破 傷風患者創傷 より分離

した教室保存株),Streptococcus sp.,group G,
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Clostridium perfringens (両菌株とも破傷風患者

創傷 より破傷風菌 とともに分離 した教室保存株),

Escherichia coli NIH-JC2, Staphylococcus aureus

209P.

2. 使用培地

増菌培養実験には自家製肝肝ブイヨン(基 礎培

地,ハ ー トイ ン フュジョン ブイ ヨンー栄 研),

GAMブ イヨン,GAM半 流動高層培地(日 水),

チオグリコレー ト培地(栄 研),ク ック ドミー ト培

地(栄 研)の5培 地を使用した.生 菌数の測定に

はC.tetaniはGAM寒 天 また はgentamicin加

GAM寒 天(両 者 とも3%寒 天),そ の他の通性嫌

気性菌にはハー トイ ンフュジョン寒天を使用 し

た.分 離実験 ではGAM寒 天,ハ ー トイン フュ

ジ ョン寒天,5%馬 血液加ハー トインフュジ ョン

寒天およびZeissler寒 天(10%馬 血液,2%glu-

cose加 普通寒天)を 中試験管に5ml分 注 し,長 さ

約15cmの 斜面 として用いた.ま た一部の実験で

はGAM寒 天平板,ハ ー トインフュジョン寒天平

板による分離 も行った.

3. 実験方法

1) 増菌培地の検討

C.tetaniは 肝 肝 ブイ ヨンで5日 間培 養 し,

60℃,10分 間加熱後遠心洗浄し,生 食水に浮遊 さ

せたものを実験用菌液 とし,4℃ で保存した.こ

の菌株は実験に先立 ちGAMブ イヨンで18時 間

前培養 し,培 地当 りの接種菌量が101～103/mlに

なるよう生食水で希釈 した.そ の他の菌も前培養

後生食水で希釈 し,そ れぞれ等量のC.tetani希 釈

液 と混合,そ の0.2mlを 各増菌培地10mlに 接種 し

37℃ で嫌気培養を行った.嫌 気培養はGAS pack

法(BBL),ま たはsteel wool法(95%N2,5%

CO2環 境)を 用いた.培 養1,2,3,5,7日 後に生

菌数の算定を行ったが,こ の際の酸素暴露を避け

るため,各 増菌培養試験管は測定回数分用意 し,

測定 日ごとに分けて嫌気 ジャーに収納 した.

生菌数算定は平板希釈法を採用 し,形 成集落数

を計測した.CC.tetaniは 混合した通性嫌気性菌の

発育 とC.tetaniのswarmingを 抑制するため,

gentamicin加GAM寒 天の寒天濃度を3%に 調

製 した ものを用 いた.混 合 した通性嫌気性菌は

ハ ー トイ ン フ ュ ジ ョ ン寒 天 培 地 で37℃
,24時 間 好

気 培 養 を行 った.C.perfringensと の 混 合 培 養 実

験 で はC.perfringensはGAM寒 天(3%寒 天)

で 嫌 気 培 養 を 行 い形 成 集 落 数 を計 測 した が,混 合

したC.tetaniの 生 菌 数 測 定 はC.perfringensと

の 菌 数 の差 が 大 き く,同 一 平 板 上 で 計 測 が 不 可 能

な た め,Fildesの 方 法1)に 従 い,GAM寒 天 斜 面 培

地 でC.tetaniを 分 離 し,Mostprobable number

(MPN)に よ り暫 定 的 に生 菌 数 を 推 定 した.

2) 分 離 方 法 の 検 討

C.tetaniのswarmingを 利 用 したFildesの 斜

面 法 を 検 討 し た.培 地 の 検 討 はC.tetaniとE.

coliと の混 合 接 種 で 行 った.C.tetaniの 培 養 液 は

そ れ ぞ れ107,105,103,101/mlに な る よ う希 釈 し,

各 希 斜 液 に108/mlのE,coli培 養 液 を 等 量 混 合

し,そ の0.5mlを 培 地 の 項 で 記 した5種 の斜 面 培

地 の凝 固 水 部 分 に接 種,48時 間 嫌 気 培 養 し,斜 面

上 部 にC.tetaniのswarmingが 観 察 で きた も の

を陽 性 と し,斜 面10本 中 の 陽 性 本 数 を比 較 した.

混 合 菌 種 に よ るC.tetani分 離 率 の 比 較 はGAM

寒 天 を使 用 し,混 合 菌 と してEcoliの ほ かStrep-

tococcus sp.,group G(以 下group G Streptococ-

cusと 記 す),S.aureus, C.perfringensを 用 い,

斜 面 培 地 の 検 討 と同 様C.tetani培 養 希 釈 液 を 各

混 合 菌 培 養 液 と混 合 接 種 後 培 養 し,斜 面10本 中 の

C.tetani卿 分離 陽 性 数 を比 較 した.

成 績

1. 増 菌 培 養 に お け るC.tetaniの 消 長

肝 肝 ブ イ ヨ ン(Fig.1)でC.tetaniを 純 培 養 し

た 場 合101/mlに 接 種 さ れ た 菌 は 培 養1日 で108

/mlに 増 殖,そ の後 徐 々 に減 少 して5日 後 に は106

/mlに な った.グ ラ フ に は示 して い な い が,こ の5

日後 の値 は14日 後 も変 化 が な か った.

group G Streptococcusと 混 合 培 養 し た と き の

C.tetaniは1日 目で は接 種 時 と同 一 菌 数,2日 目

以 降 は全 く菌 の検 出 が で き な か った.し か し混 合

培 養 したgroup G Streptococcusは 培 養1日 で 最

大 値 ま で 増 殖 し,2日 以 降 死 滅 期 に入 った.グ ラ

フ に は対 照 と してgroup G Streptococcusを 純 培

養 した 時 の 増 殖 曲 線 を 点 線 で 示 し て い る が,σ

tetaniを 混 合 培 養 した 時 のgroup G Streptococ-
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Fig. 1 Growth of C. tetani in liver broth, when

cultivated with other bacteria

cusの 増殖曲線は純培養 した成績 とほぼ同様であ

り,C.tetaniの 影響を受けていない.

E.coliと の混合培養時 もgroup G Streptococ-

cusの 場合 と同様で,C.tetaniの 増殖は全 く見 ら

れなかった.し かしS.aureusと の混合培養では,

C.tetaniは 純培養時に比べやや遅れ るものの増

殖がみ られた.ま た この際S.aureusに も純培養

時に くらべ増殖の遅れが観察された.

GAMブ イヨンでの実験では(Fig.2)C.tetani

純培養時は肝肝ブイヨンと全 く同様の増殖曲線が

観察されたが,group G Streptoococcus,E.coli,

S.aurensの いずれの菌 と混合 しても,C.tetani

は105～107/mlに 増殖 しその ピークは培養2日 で

あった.

GAM半 流動培地の成績(Fig.3)も ほぼGAM

ブイヨンと同様であ り,い ずれの菌 と混合 しても

C.tetaniの 増殖が観察 された.な お今回の実験で

は,GAMブ イヨン以外は嫌気 ジャーを必要 とし

ない培地であるが培地上部の酸素暴露部分を無 く

し嫌気性菌に対す る培地有効体積を均一にするた

め,培 養はすべて嫌気ジャーの中で行 った.

チオグリコレー ト培地では,肝 肝 ブイヨンと同

じくE.coli混 合時C.tetaniの 増殖が全 く見 られ

な かった.group G Streptococcus混 合 時 はC

tetaniの 増殖が遅れたが,そ のピークを示す培養

Fig. 2 Growth of C. tetani in GAM broth, when

cultivated with other bacteria

Fig. 3 Growth of C. tetani in GAM semisolid

medium, when cultivated with other bacteria

日数は2～5日 と実験 ごとに一定せず図示できな

かった.

クック ドミー ト培地ではいずれの菌 と混合して

もチューブにより非常 に良い成績を示す場合 と全

く増殖 しない場合があ り,成 績の再現性が見 られ

ずチオグ リコレー ト培地 と同様図示で きなかっ

た.

同様の増菌培地の検討はC.perfringensと の混

合培養についても行った(Fig.4).生 菌数の算定
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Fig. 4 Growth of C. tetani in 4 kinds of medium,
when cultivated with C. perfringens

の項で述べたように両菌は同一平板培地で集落数

計測が不可能 なため,C.tetaniに ついては斜面分

離 し,MPN法 で生菌数を推定したが,斜 面法は後

の実験で示す ように(Table4),C.perfringens混

在時は特に問題 があることが確認 されたのでC

perfringensと の混合培養時のみをまとめて培地

ごとに図示 した.結 果はEcolげ 混合時 と同様で

GAMブ イヨン,GAM半 流動培地ではC.tetani

の増殖 が見 られたが肝肝 ブイヨン,チ オグ リコ

レー ト培地では全 く増殖が見 られなかった.

2. 分離方法の検討

1) 斜面培地の検討

Fildesの 原法では,ペ プシン消化血液寒天斜面

を使用 しているが,今 回は5種 の斜面培地を用い,

実験モデルとしてE.coliを 混合接種 した(Table

1).GAM寒 天 とハー トインフュジョン寒天では,

C.tetaniの 最少接種量である101接種 まで10本 中

10本 ともC.tetaniのswarmingが 観察 された.血

液加ハー トインフュジ ョン寒天 も同様 に優れた成

績であった.し かしZeisslerの 培地では105接種 し

ても陽性管は3本 であ り101接種では10本 とも分

離できなかった.

2) 培地中のglucose濃 度に対す る影響

E.coliと 混合時Zeissler培 地でC.tetaniの 分

離率が著 しく減少 した原因を究明す るためglu-

Table 1 Comparision of the isolation rate of C.

tetani from the experimental mixture with E.

coli, employing four different kinds of slant

media. The figures indicate numbers of positive

tubes out of 10 inoculated tubes.

Initial inoculum of E. coli: 4.3•~108 CFU/tube

Positive tubes were identified by the swarming colonies

of C. tetani reaching the top of the slant medium.

Table 2 Influence of glucose on the isolation of

C. tetani from the experimental mixture with E.

coli on GAM agar slant medium. The figures

indicate numbers positive tubes out of 10

inoculated tubes.

Initial inoculum of E. coli: 1.4•~108/tube

Positive tubes were identified by the swarming colonies

of C. tetani reaching the top of the slant medium.

coseの 影 響 を 観 察 した(Table2).GAM糖 分 解

用 半 流 動 培 地(日 水)の 寒 天 濃 度 を1.5%に 調 製 し

た もの を 基 礎 培 地 と し,glucoseを そ れ ぞ れ0.3,

0.5,1.0,2.0%に な る よ う添 加 し て斜 面培 地 と し

た.C.tetani希 釈 液 は前 実 験 と同様E.coliと 混

合 接 種 し,培 養 後 分 離 率 を検 討 した.結 果 はglu-

cose1.0%以 上 で はC.tetaniは 全 く分 離 で き な

か っ た が0.5%以 下 で は 影 響 はみ られ なか っ た.

さ ら にglucose添 加 に つ い て はC.tetaniの 純

培 養 時 に つ い て も検 討 した.ハ ー トイ ン フ ュ ジ ョ

ン寒 天 にglucoseを 添 加,平 板 と し,C.tetani純

培 養 希 釈 液 を コ ン ラ ー ジ 塗 抹 培 養 しswarming

と発 育 を 観 察 した(Table3).glucose添 加 量 と
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Table 3 Influence of glucose on the growth of C.

tetani on heart infusion agar plate medium. The

figures indicate numbers of positive plates out of

5 inoculated plates.

* The figures in parentheses indicate the number of

positive plates on which only a few small colonies of

C. tetani grew.

Table 4 Isolation of C. tetani from experimental

mixture with other bacteria on GAM agar slant

medium. The figures indicate numbers of posi-

tive tubes out of 10 inoculated tubes.

Positive tubes were identified by the swarming colonies

of C. tetani reaching the top of the slant medium.

C.tetaniの 発 育 は 負 の相 関 を示 し,1.0%添 加 で

は102接 種 時5枚 中3枚,2.0%添 加 で は103接 種 し

て も1枚 の み しか 発 育 が み られ な か った.ま た102

接 種 時,0.5%と1.0%に そ れ ぞ れ1枚 ず つswar-

mingの 抑 制 さ れ た1～2個 の 単 離 集 落 の み が 発

育 した 平 板 が観 察 され,過 剰 のglucose添 加 はC.

tetaniのswarmingば か りで な く発 育 を も抑 制 す

る こ とが 示 され た.

3) 混 合 菌 のswarmingに お よぼ す 影 響(Table

4)

分 離 培 地 の 比 較(Table1)で 成 績 の 良 か った

GAM斜 面 を 使 用 し,増 菌 培 地 の 検 討 で 使 用 した

4種 の 菌 の培 養 液 お の お の にC.tetaniの 希 釈 液

を 混 合,斜 面 培 地 に 接 種 した.E.colnお よ びS.

Table 5 Isolation of C. tetani from the experi-
mental mixture with group G Streptococcus or C.

pofringens on GAM agar plate medium. The
figures indicate numbers of positive plates out of
10 inoculated plates.

* The figures in parentheses indicate the number of

positive plates on which a few small colonies of C.

tetani grew.
-not tested

aureus混 合 時 はC.tetani純 培 養 と同 様,101接 種

まで す べ て の 斜 面 でswarmingが 観 察 され た.し

か しgroup G Streptococcusお よ びC.perfrin-

gens混 合 時 の分 離 率 は低 く,groupGStmptococ-

cus混 合 時 で はC.tetani103接 種,C.perfringens

混 合 時 で はC.tetani105接 種 で も,斜 面10本 中 の

5本 の み が 陽 性 で あ り'そ の 陽 性 数 はgroup G

Streptococcus,C.perfringensい ず れ と混 合 し た

場 合 もC.tetaniの 接 種 菌 量 と相 関 した.

5) GAM寒 天 平 板 に よ る 分離(Table5)

斜 面 分 離 で 成 績 の 悪 か った 混 合 菌 で あ るC

perfrinensとgroup G Streptococcusを 用 い て,

通 常 の 平 板 塗 抹 分 離 を 行 った.混 合 菌 液10μlを

GAM平 板 の1/4を 残 して3分 画 法 で エ ーゼ 塗 抹

し,C.tetaniのswarmingま た は 孤 立 集 落 を 観 察

した.結 果 は斜 面 分 離 時 と同 様 で,両 実 験 菌 の混

合 に よ り明 らか にC.tetaniの 分 離 率 が 低 下 した.

ま た こ れ ら の 陽 性 平 板 の うちgroup G Strepto-

cocc%s混 合 時 の2枚 と,C.perfringens混 合 時 の

3枚 は,そ れ ぞ れ1～2個 の 小 集 落 に よ って の み

C.tetaniの 発 育 が 確 認 で きた 平 板 で あ る.

6)土 壌 材 料 か らの 分 離 時 に お け るgentamicin

(GM)加GAMブ イ ヨ ン効 果(Table6)

教 室 保 存 の 土 壌 材 料 に つ い て,増 菌 培 地 中 の

GM添 加 の効 果 を 検 討 した.こ れ らは海 老 沢 らが

報 告 した 土 壌 材 料 の うち,50mg培 養 時 に破 傷 風
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Table 6 Effect of gentamicin in the enrichment

medium, on the isolation of C. tetani from 16

soil samples*

* 100mg soil sample inoculated

毒素のみが証明 され菌の分離ができなかった14検

体を含む16検 体である2).GMを25μg/mlに なる

よ うに加 えたGAMブ イ ヨンお よび非添 加 の

GAMブ イ ヨン10m1に100mgの 土壌材料を接種

し,2日 間増菌後その0.5mlを おのおの2本 の

GAM寒 天斜面培地 に接種,培 養 しC.tetaniの 分

離を行った.C.tetani陽 性検体数は増菌培地 に

GMを 添加時には8検 体,非 添加時は6検 体で

あった.さ らにその陽性数の うちわけをみると斜

面2本 共陽性であったものはGM添 加時には4

検体,非 添加時には2検 体であ り,1本 のみ陽性

のものはどちらも4検 体であった.し かしGM添

加時陰性で非添加時陽性のものが2検 体あ り,添

加時,非 添加時あわせて4本 の斜面を使 った時の

陽性検体総数は10検 体であった.す なわちこれ ら

の土壌検体ではGM添 加によるC.tetaniの 選択

効果は見られず,む しろ前述の斜面分離法のの不

確実 さが実証された.な おこの実験では斜面分離

と同時に3%寒 天(GAM寒 天)塗 抹も試みたが,

Ctetaniの 分離できた検体はまった くなかった.

考 察

C.tetaniは 古 くか ら様 々な材料か らの分離が

試みられているが,近 年の報告が少ないこともあ

り,肝 肝ブイヨンをはじめ,加 熱血液 ブイヨン,

血液 ブイヨン,ク ック ドミー ト培地,チ オグ リコ

レー ト培地な ど古典的な培地を使用 した成績1)～9)

が多 く,教 科書等に記載 された方法にもそれ らが

そのまま継承 されていることが多い10)～12).今回破

傷風の疫学的研究を行 うのに先立ち,現 在嫌気性

菌用培地 として広 く用い られてい るGAM培 地

を中心 として,破 傷風菌分離のための基礎研究を

行った.

破傷風菌は限 られた臨床検体を除き,通 常直接

平板塗抹分離が困難なため,ブ イヨンで増菌後分

離培養が行われる.し かし複数の菌種の混在する

材料を非選択性のブイヨンで培養した場合,果 し

て 目的のC.tetaniの 増菌が行われているか否 か

は疑問である.今 回行った増菌培地の検討では,

実験的に4種 の菌をそれぞれ混合したが'肝 肝 ブ

イヨンは混在す る菌種 によってはC.tetaniの 増

殖を抑制することが示された(Fig.1).ま たク ッ

ク ドミー ト培地,チ オグリコレー ト培地では成績

の再現性が得られなかった.こ れに対 しGAMブ

イヨン,GAM半 流動培地では混合実験のすべて

でC.tetaniが 増殖 し,増 菌効果が認め られた(Fig.

2,3).こ のことから他菌の混在す る材料か らC

tetaniを 分離す る場合,古 くか らClostridiumの

培地 として定評のある肝肝ブイヨン,ク ック ドミー

ト培地,あ るいはチオグリコレー ト培地よりGAM

ブイヨン,GAM半 流動培地を使用したほ うが優

れた成績を得られるもの と考えられた.増 菌培養

日数については研究者により報告が様々であるが,

通常3日 以上の培養が行われている1)～8).しかし

実験結果 より(Fig.2,3,4),GAM培 地を使用する

かぎ り培養7日 までの観察でCt6tmiが 他菌の

Fig. 5 Growth of C. tetani, inoculated as a spore

suspension, in GAM semisolid medium, when

cultivated with other bacteria
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増殖後遅れて増殖す る10)という結果は得 られず,

2日 間培養が適切であると考えられた.ま た今回

の実験では,増 殖 ステージを揃 えるためC.tetani

は前培養後実験に供 したが,材 料中で芽胞を形成

している可能性を考 え,保 存芽胞液の ままのC

tetaniをGAM半 流動培地で混合培養する実験 を

行 った結果(Fig.5),24時 間後の測定ではすでに

発芽による遅れは観察されず,混 合培養時も前培

養菌 と同様の増殖を示 した.Shoesmithら の嫌気

培養条件では培養21分 後50%のC.tetaniの 芽胞

が発芽型芽胞になった とい う報告13)からも発芽に

要する時間が混合培養におけるC.tetaniの 増殖

に及ぼす影響はほ とんどない と考えられた.な お

同じくC.tetaniの 増菌 に用い られている血液 ブ

イヨンについては今回検討していないが,培 地作

製 の簡便 さからいってもGAM培 地 は推奨 し う

るものと考えられた.

分離方法 としては,swarmingを 利用したFildes

の斜面法2)が分離確率が高 く,純 培養 しやすいと

されている.Fildesの 方法は一般に原法のペプシ

ン消化血液寒天の代わ りに,血 液寒天やチ ョコレ

ー ト寒天斜面が用い られるが,実 験的にE.coli

を混合接種 した場合のC.tetaniの 分離成績(Table

1)で はGAM寒 天斜面で優れた成績 を得 られる

ことが確認で きた.ま た血液の添加に関しては嫌

気性菌には通常用いられない血液無添加のハー ト

インフュジョン寒天で もGAM寒 天 と同様の優れ

た成績を得,ハ ー トインフュジョン寒天を使用す

る限 り血液の添加はC.tetaniの 増殖に特には必

要がないと考 えられた.

Zeissler寒 天は4種 の培地の うち最も分離成績

が悪かった.Zeissler寒 天14)は栄養強化 と培地の

酸化環元電位を下 げる目的で普通寒天に2%の

glucoseと10～20%の 血液を加 えた もので,お も

にClostridiumの 分離培地 として用 い らてい る

が,C.tetaniで は,今 回使用 した嫌気培養法を用

いる限 り特に還元剤は必要 とせず,1.0%以 上の

glucose添 加 はE.coliと 混 合培 養 した時 のC.

tetaniのswarmingを 抑制 し,斜 面分離率を著し

く減 少 させ(Table2),さ らに2.0%の 添加はC.

tetani単 独平板培養時の増殖を も抑制 し(Table

3),Zeissler寒 天は分離培地 として適 さないと考

えられた.

GAM寒 天はC.tetaniのswarmingを 抑制 し,

孤立集落を形成させ ると記 された教科書12)がある

が,少 なくとも今回使用した菌株ではその現象は

なく,他の教室分離株でも寒天濃度を1.5%に 保つ

か ぎ り純培養でswarmingの 抑制 された経験 は

ない.さ らにGAM寒 天は血液を加えた培地に比

べ培地作製が容易であるばか りでなく,斜 面上部

におけるC.tetaniの 薄い膜状の増殖を観察 しや

すい利点をも持ち分離培地 として適当であると考

えられた.

しか しなが らGAM寒 天を用 いても混在す る

菌種 によってはC.tetaniのswarmingが 抑制 さ

れ分離が成功 しない可能性が示唆 された(Table

4).実 際にわれわれは土壌材料の培養液中に破傷

風毒素のみが証明され,菌 の分離できなかった例

をかな り経験 している2).今 回4種 の実験菌の うち

group G StreptococcusとC.perfringensの 混合

時のC.tetani分 離率は明 らかに減少 した.そ の分

離率はC.tetaniの 接種量 と相関を示 したが,GAM

ブイヨンまたは半流動培地で増菌 してもC.tetani

の最大増殖値は105～106/mlに 留まる可能性は高

く(Fig.2,3,4),少 数の斜面培地での成績から増

菌培養液中のC.tetaniの 有無を判断す る事 は危

険であると考えられた.こ の両菌混合時の分離率

の低下 は通常の1.5%GAM寒 天平板 に塗抹培養

した場合(Table5)も 同様で少数のswarmingの 抑

制 された孤立集落のみが得 られた平板があった と

はいえ,特 に分離率の上昇はみられず,C.tetani

のみを分離 目的 とする場合は平板法が斜面法より

優れていると考えうる結果は得 られなかった.

Clostridiumの 選択 法 としては材料 の加 熱 の

他,phenylethylalcoholや ア ミノグ リコシ ッド系

抗生物質の培地添加等が用いられ るが,phenyle-

thylalcoholはC.tetaniの 発育を阻止す るので使

用できない15).加 熱による選択は材料の汚染の高

い土壌,糞 便等で行われ,そ の加熱条件は様々で

あるが,真 田ら3)はC.tetaniの 耐熱性 と毒素産生

能は負の相関関係を示す として,毒 素産生能の高

い株を分離するために60℃,10分 の加熱を薦めて
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いる.し かし一般に無芽胞菌の死滅には60℃'30

分以上の加熱を必要 とし,60℃,10分 加熱後ブイ

ヨン増菌 しても,か な り多 くの菌が残存増殖 して

くると考えられる.次 に抗生剤による選択はまっ

た く材料中の他菌の感受性に依存するものである

が,土 壌材料での分離実験 では特にgentamicin

による効果はみ られなかった(Table6).し かし

この実験では結果 として4本 の斜面を使用 したこ

とに よ り斜面2本 使用 時の陽性検体 数6検 体

(GM非 添加時),あ るいは8検 体(GM添 加時)

を10検 体に上昇させる事ができ,前 述の斜面分離

法の不確実性を確認す ると共に,こ の方法を採用

す る場合にはできるかぎ り多 くの斜面培地を用い

る必要があることを実証できた.

今回われわれはC.tetani分 離方法の実験的検

討 として4種 の'菌を用いC.tetaniと 混合 し増菌

効果 と分離成績を検討 したが,実 際材料中に混在

する菌は未知であ りさらに多 くの因子が影響する

と考えられる.し かし今回の実験菌の うちgroup

G StreptococcusとC.perfringensは 破傷風患者

の創傷分離株であ り,標 準株を用いた他の2菌 種

についても破傷風創傷か ら分離 しうる菌種であ

り16),実験的混合菌 として適当であると考えてい

る.分 離方法についてはさらに検討中であるが,

有効な選択方法がない現在'直 接平板塗抹分離の

困難なC.tetaniの 分離には肝肝 ブイヨン,ク ック

ド ミー ト,チ オグ リコ レー ト培地 な ど よ りも

GAMブ イヨンまたはGAM半 流動培地を用い2

日間の増菌培養が有効であると考えられた.分 離

方法 についてはGAM寒 天斜面培地を用いた方

法が分離確率が高 いが,こ の斜面法は混在菌に

よってはC.tetaniのswarmingを 抑制する事が

実証 されたので増菌培養からの斜面分離には何本

かの斜面を併用する必要があると考えられた.
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Classical techniques for the isolation of C. tetani appear even in the most recent textbooks,
because few investigations have been made in this area in recent years. A reappraisal of the isolation
methods of C. tetani, including the use of GAM (Gifu Anaerobic Medium), which is commonly used but
hitherto unexplored for this purpose, appeared to be important in view of some conflicting results
reported in the literature. The following cultural conditions were reappraised:

i) Media for enrichment culture and the duration of incubation, ii) media for isolation of C. tetani
from the enrichment culture employing agar slant media, and iii) the recovery rate of C. tetani from the
enrichment medium employing the optimal agar slant medium. As samples from which C. tatani is
isolated usually contain other bacteria, we studied the isolation of C. tetani mixed experimentally with
other bacteria, employing different media under several conditions. The following results were
obtained:

1) The analysis of the growth curves of C. tetani, cultured simultaneously with E. coli,
Streptococcus sp., group G, S. aureus and C. perfringens, revealed that GAM broth is the best medium as
compared with the liver, cooked meat and thioglycollate broth media recommended by others.

2) GAM, blood and heart infusion agar slant media were equally useful for the isolation of C.
tetani from the mixed culture with E. coli. There was no indication that GAM agar medium inhibited
the swarming of C. tatani. The swarming colonies of C. tetani were more easily detected when the
GAM agar slant was used than when the blood agar slant medium was used.

3) Glucose in the heart infusion agar medium inhibited the swarming of C. tetani at a
concentration of 1%, and both growth and swarming of C. tetani were inhibited when the
concentration of glucose was raised to 2%. In view of this finding, Zeissler's medium, which contains
2% glucose is not recommended for this purpose.

C. tetani failed to be recovered from samples mixed with Streptococcus sp., group G or with C.

perfringens, even when GAM agar slant medium was used, when the dose of C. tetani added to the
broth was not sufficiently large.

C. tatani must reach a certain level of density to be recovered from mixed cultures, and by means
of plural, not a singular agar slant media. This is particularly important when clinical, soil and stool
samples which are contaminated with an unknown number of bacterial species are subjected to
isolation.


