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結 核 菌 の 抗 結 核 剤 に 対 す る

耐 性 検 査 法について

第1報　 固型培地に抗結核剤を流 しこむ簡易法について

結核予防会結核研究所(所 長 隈部英雄)

平 沢 亥 佐 吉

(受付 昭和29年11月1日)

(この論文 は昭和29年2月28日,文 部省科学研究費 ・結核研究班 ・化学療

法研究科会及 び,昭和29年3月 結核病学会関東地方会 において発表 した 。)

1緒 言

耐性検査 には固型培地 による直接法が専 ら使用 され る

ようになつたが,こ の場合 の耐性検査用培地は,予 め抗

結核剤を鶏卵液 と,基 汁 との混合液に加え,こ れを凝 固

して作つてお く事が必要である。 このため加熱 による抗

詰核剤 の力価の減少 を考慮せねばならず,保 存期間 によ

る力価の減弱 も考えねばならぬ。又急を要す る場合,耐

性検査が出来ない とい う不便 もある。 このよ うな事か ら

固型培地を用 いて簡単 に耐性検査 を実施出来 る方法がな

いかと,従 来の中試験管 に凝固 した培地 によ り研究 を進

め,期 待 出来 る成績を得たので報告す る。

2実 験 方 法

ai培 地 の作 り方

培地A:従 来 の耐 性 用 固 型 培 地 の 製 法 に よ りつ くつ

た。 す な わ ち1%或 い は3%K璃PO4培 地 の凝 固

前 の 基 汁 と 卵 液 の 混 合液 に,Dihydrostreptomycin

ΦHSM),Paraaminosalicylicacid(PAS)Tb韮,Iso・

nicstin.icacidhydrazid(1NAH)の 所 要培 地 濃 度 の

50倍 の溶 液 を,50:1の 割 合 に加 え て,培 地1ccに つ

き,10,8,6,4,2,1,或 い は10,5,2.5,0.6,或 い

は,ユooO,100,10,1γ/ce等 の系 列 をつ く り,滅 菌 中試

験 管 に5ec宛 分注 し,90。C,1時 間 で滅 菌 凝 固 を行 つ

た、

培地B;5cc宛 分注 して凝 固 した1%ま た は3%

KH2POa培 地 に,上 記 各 抗 結核 剤 の所 要 培 地濃1度 の50

倍液0.16c宛,す なわ ち培 地Aの 場 合 と同 じ割 合 に 分

注 し,斜 面 を充 分 に うるお して,斜 面 を上 に して斜 面台

に水 平 に な る よ うね かせ,1昼 夜37。Cの 購 卵器 中 に放

置 し,大 部 分 乾 燥 させ た の ち使 用 した。 す な わ ち培 地1

本中 に含 まれ る抗 結核 剤 の量 は,A,B両 培 地 は 同量 で

あ り,A培 地 に おい て,SMの 凝 固 の さ い の加熱 に よ る

力価 の滅 少 は 全 然考 慮 に入 れ て ない 。

b)実 験手技

このA,B両 培地を用いて,実 際 に耐 性検査 を行つ て

その成績を比較 した。主 として塗抹陽性 の喀疾 を用 いて

直接法 を行つたが,な お一部菌液 による間接法 も実施 し

た。すなわち,直 接法ではSM.PAS,D砥Hの 場合は

喀疾 を4%NaOHで5倍 に稀 釈 し,そ のO.1ccを,

3%KH,PO,培 地 を 台 にしてつ くつ たA,B両 耐性培
ぢ

地に接種 した。Tbユ の場合のみ は喀疾 を490NaOHで

5倍 に稀釈 し・20%HC1で フxノ ール・レッドを指示薬

として中和後その0ユeeを,1%KH2PO・ 培地 を台 に

して作つたA,B両 耐性培地 に接 種 した。

次 に菌液 による間接法では,すべ て1%KH2PO4培 地

を台 にして作 つたA,B両 耐性培地を用いて行 つた。す

なわ ち培養3～4週 の集 落を白金耳でか きと り秤量 し,

磨砕 コルベ ン中で磨砕 し減菌蒸 溜水 にて稀釈 し,lCC中

1mgの 菌液をつ くり,そ の0.1㏄ をA,B両 培 地に接種

した。なお成績の判定 はすべ て培養4週 の終 りに行つた.

3案 験 成 績

A両 培地の比較 成績 ゴ』

1>DHSMに つい て

第1表 はDHSMに つい て10,8,6,4,2,1,0γlcc

の稀釈系列で行 つた比較成績(a)は 一致例,(b)は 不一

致例であ る。 間接法7例,直 接法10例 につ き行 つた、

第1表(a)に 見 る如 く,一 致例 は直接法10例 中6例,間

接法 は7例 中4例 で全 く一致 してい る。次に第1表(b)

に見 る如 く 不一致例 は 直接法4例,間 接法3例 で ある

が,い ずれ も僅 かな差異を示す に止ま り,直 接法の(2)と

問接 法の(3)で やや差が 目立つが,完 全耐性で とればす

べて一致 してお り,明 らか な差を示す とは云 え得ない。

さて この実験 よ り明らか な如 く,A,Bが 非常 によく

一致す る事よ り,DHSMが 凝固加熱 によ り力価が1/2に

下 るとい う事 は,矛 盾があるよ うに思われ たので,わ れ

われ は更にDHSMの2倍 量凝固一2A,2倍 量流 しこみ
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第1表 DHSMを 所定量用いた実験

(a)一 致 例

方 法

喀 疾 ・菌 株

直 接 法

(・)1(2) (3) (4) (5)
は
DH誼譲 鍵 ABiAB

10γ/cc

8

6

4

2

1

0

十1→i7

十75

什 什

帯

AB

十!4十5

帯 辮

柵

AB

+

帯

帯

柵

柵

+

什

帯

柵

AB

茸

惜
帯
描

柵

卦

朴

帯

帯

帯

冊

(6)

AB

茸

辮

什

什

冊

柵

升

赫

什

冊

帯

辮

間 接 法

(1) (2) (3)(4)

ABIAB

+

冊

帯

-

帯

↓

帯

帯

十37÷4f)

十勉 十89

十 閥 十 鴻

柵

帯

柵

柵

朴

帯

柵

ABiAB

什

惜

榊

帯

柵

柵

什

帯

榊

惜

鼎

¢

粟

釦

さ

ユ

ぐ+

+

+

柵

冊

鼎

柵

㌔

蜘

煽

柵

柵

鼎

註:1)表 中の数字 は集落数 を示 す

21柵 …培地全面 に融合 して集落 を生 じた もの,柵 …完全には融 合しないもの,什 …数え られ ない もの

第1表 DHSMを 所 定量用 いて の実験

(b)不 一致例

方 法

喀 疾 ゼ菌 株

　　～～ 培 地

DHSMも 亀度 ＼＼

10γ/ce

8

6

4

2

1

0

直 接 法

(1) (2) (3) (4)

ABABABAB

十

柵

一 十 韮

一 十8

-十7

+ト 僻

帯 十什

柵

一 十58-

十76十8ひ

一 十5十 ← →十

十16十4峨1十 十←

十← 十← →十 十←

+← 帯

間 接 法

(1) (2) (3)

ABABlAB

h

什

惜

鵜

什

帯

十凶

十← イ十

→十 十←

十卜 十十

斗十 十←

柵

+

粁

朴

掛

帯

柵

柵

+

十

梓

什

柵

掛

認
ー

十

謡
1

諜
ー

註:第1表(a}に 同 じ

第2表DHSMを 所定量 および2倍 量用 いた実験(直 接法)

可 ＼<啄

DHSM＼ 培輸
濃度

(1)

＼i2A2BAB
＼ …

10γ/cc

5

2.5

1.2

0.6

0

一 一 十 皇十70

-一 十十 十←

十十 十55十 モ 十÷

十← 十十 十ト 十←

・1十

(2)

2A2BAB

ス+

惜

惜

辮

帯

+

帯

惜

柵

帯

…

辮

鷺

+

卦

惜

惜

聾

一

升

惜

帯

(3)

2A2BAB

鱒 一 一 十 芝

一 十G十4り 十9

十4`;十14十=.5十43

十48十 茎6→→一 十・ト

十← 十← 十ト 十←

帯

(4)

2A2BAB

一 一+← 十什

十慧+← 柵 惜

帯 惜 柵 胤

鼎 柵 鼎 柵

柵 柵 柵 柵

冊

註;第1表(a)に 同 じ

2B,及 びA,Bの4培 地 に つ い て10,5,2.5,1.2,0.6。

Oγ/eeの2倍 稀 釈 系 列 で 喀疾15例 に つ き実験 した。

第2表 は そ の 結 果 の一 部 を示 した もの で あ る か,こ の

結 果 もや は り,2Aは2Bに,AはBに よ く一 致 し て

い る.こ の 外 の11例 につ い て も全 く同 様 の 成績 を示 し

た。 も し この 場 含 加 熱 に よ りDHSMの 力 価 が1〆2に

滅 少 す る とす れ ば,2AとB

が 一 致 す る筈 で あ るが,全 例

にお い て か か る例 は見 なかっ

た 。 した が つ て,加 熱 によ り

力 価 が1/2に 下 る事 につ いて

は 疑 問 が あ るの で は なか ろう

か.

以 上 の成 績 か らわ れ われは

日常検 査 と して行 わ れ てい る

10倍 稀 釈系 列(1,000,100,

10,1,0γ(・Clて 喀疲7例 に

つ き実験 した が,こ の 場合は

7例 共ABは 非 常 に よ く一致

し,た だ(4)の1例 の み不一

致 を見 る が,こ れ も著 明な差

とは 云 え な い、

2)PASに つい て

PASは10,5,1,0.5,0

γ/ecの 系 列 で 喀療15例 に行

つ た 。第4表 はそ の 一部 であ

るが,完 全 耐 性 で とれ ば,15例

共 全 部一 致 し,不 完 全醗 性で

不 一 致 を見 た2例 一(2),(5)

とて も僅 か な差 にす ぎ ない。

3)INAHに つ い て

100,10,1,0.1,0γ/eeの

10稀 釈系列 で,喀 渓18例 に実施 した.第5表 はその

中の7例 を示 した。完 全耐性で とれば,18例 全部一致し・

不完全耐性で差を示 したのは3例 一く2),(3),6)で あ

るが・ これ等3例 の差 はご く僅かな ものであつて誤差の

範 囲のもの にしかすぎない.

_一 一一36-一
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第3表DHSMに ついて通常検査 の10倍 稀釈系

列 で行 つた実験(直 接 法)

演
1,000γ/cc

100

10

ユ

0

£識

柵

柵

肝
…
柵

什

柵

柵

冊M柵鼎

(4)

A B

(5)

AB

(6>

AB

(7)

AB

柵

鼎

鼎

冊

冊

燃
…
辮

柵

鼎

柵

柵

糖

柵

柵

柵

柵

鼎

鼎

擶

鼎

汁

5箭
…
鮒
…
細
…
細

+

耀

佃

柵

柵

さ+

卦

柵

鼎

柵

　

幽

+

冊

柵

柵

註:第1i表(a)に 同 じ

第4表PASに つい て行 つ た両 培 地 の 比 較

(直 接 法)

および不完全耐性で一致 しなかつた もの1例 一(4》 であ

る、しか しその差 はごくわずかであ る。10倍 稀釈系列の

成績は第6表(b)に8例 中の7例 を示 した。完全耐性で

とれば8例 共全部一一致 し,不 完全耐性 でわずかの差を示

した ものは,(1),(2)の2例 のみである。

箪6表Tb,に ついて行 つた両 堵地 の比較(直 接 法)

(a)2倍 稀釈系列

磯
Tb,濃 度

じ＼ ＼ 喀疾

PAS培 地＼

濃度

10γ/㏄

5

1

0.5

0.1

0

(1)

A

h

暑

B

十;::

什

器器鵬

10γ/cc

5

2.5

1.2

0.6

0

墨

什

(3)

AB

(4)

AB

ぐ5)i(6)

AB.NB

鼎

冊

鼎

冊

擶

冊

鼎

柵

鼎

柵

冊

軸

柵

柵

柵

柵

鼎

什

什

鼎

柵

柵

+

什

昔

什

帯

什

什

帯

枡

什

帯

漏
瓢

蟹

一

+

辮

惜

柵

帯

一

÷

什

帯

卦

耕

柵

鼎

柵

鼎

什

柵

柵

柵

欄

柵

+

柵

柵

柵

柵

欄

+

柵

柵

柵

柵

柵

+

+

榊

柵

冊

冊

騨

冊

柵

惜

柵

一

什

柵

柵

儲

什

惜

柵

柵

騨

一

什

柵

柵

柵

脚

朴

升

柵

欄

一

雌

騨

升

軒

帯

一

一

+

什

什

柵

註:第1表(a)に 同 じ

註:第1表(a)に 同 じ

第6表Tb,に つ い て行 つ た両 培 地 の比 較(直 接 法 》

(b)10培 稀 釈系 列

第5表1NAHに ついて行 つた両 培地 の比較成 績

値 接 法)

聯
Tb,濃 度

＼廟 罫

膿}A

}(・)Y2)

100γ!ce

10

1

0.1

0

BA
i

B

十5')

(3)

A

(4)

ABB

(5>

A B

(6)

十
一1+、5

+← 柵

{}丹柵

柵 柵

A

十
一 十6霊

冊

{帯

鱗 辮慨 惜

B

(7)

100γ/ec

10

1

0.1

0

(1)

A

柵
購鱒

柵

B

ー

}
B

O

A

論{惜
{

(3>

AB

什

什

　マ

イ

柵

帯

も

柵

④1(5)

1一
ABAB

十9 十⑳

(6) (7)

鮒i冊
i

一r
iABiAB

什

鼎

冊

頗

什

柵

お+

惜

十2c)

什

帯

昔

鼎

柵

欄

榊

帯

器

撚

一

什

柵

柵

_L

什紬
柵i柵

擶 柵

柵{柵

鼎

柵

柵

蒲
AB

柵
…
糊
:
網
…
細

鼎

冊

柵

柵

註:第1表(a)に 同 じ

4)Tb,に つ い て

2倍 稀 釈系 列(10,5,2.5,1.2,0・6,0.3,0rlec)6例

お よび10倍 稀 第7表

註:第1表(a)に 同 じ

釈 系 列(100,

10,1,0γ 切)

8例 を喀疾 につ

き行つた。

2倍 稀釈系列

は第6表(a》 に

その6例 を示 し

たが,表 に見 る

如 く完全耐性 で

一致 しなかつた

もの1例 一(2)

B》SMを 培養翌 日に流 しこんだ実験
の

急を要す る場合には培養 をまず実施 し,翌 日に培養 し

た培地の上 に抗結核剤を流 しこむ ようにすれ ば,事 前の

準備を しないでも,翌 日に後の操作をやればよいので更

に好都合である、 この ような方法が果 して実際 に行い う

るものか どうか と思 い,同 一材 料につい てA培 地B培

地 とならびに,培 養 を行 つてか ら翌 日にSMを 流 しこん

だC培 地 について喀疾7例 について比較 して見た。

ま1;養翌 日にSMを 流 し込んでやつたC培 地 とA,Bの 三 培地 の比較`直 接法)

鰻磯 ぎ。
10γ ノ¢c

8

6

4

2

ユ

0

一 十2-

一 柵 十ト

鼎 柵 鼎

柵十

(2)

ABC

一 十1十ト

十ト 十}器

什ト柵 柵

柵

(3) (4)

ABCIABC
一 一 十←

一 十 十←

++柵

+←+← 帯

什+卜 帯

十ト什 枡

冊

十3,十40十12

十gs十88十 ト

十 塵5㌻十 置rB十}十

+ト 耕 惜

什 辮 惜

柵 柵 鼎

柵}

(5)

ABC

一 一 十薦

十ト十ト 十十

冊・什 帯

柵 惜 珊

柵 粥十惜}

柵 柵 鼎

鼎

(6)(7♪ ・

ABC{ABC

一 一 十9

十1十!十28

柵 辮 帯

冊 柵 柵

柵

+

+

+

榊

僻

冊

+

+

+

什

什

榊

柵

+

+

+

+

什

柵

註;第1表(a)に 同 じ
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