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Dubos培 地 に よ る 結 核 菌 の 耐 性 検 査 法
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神奈川県衛生研究所(所 長 児玉 威)
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緒 筒

結核 菌の化学療 法剤 に対す る耐性検査 の方法は,衛 生

検査指針に記載 されてい る方法をは じめ多 くの術式が発

表 されてい る。臨床検査上結核菌の 日常 の耐性検査 に要

求 され るこ とは他 の一般細菌 におけ る検査 と同様 であ る

が現在の状態 か らとくに短 期間で成績が え られ,方 法が

簡単,操 作 が安 全 でかつ 再現性が あ るこ とが の ぞまれ

る。 この観 点 よ り細菌 集団の化学療法剤に対す る感受性

また は耐性 を知 るに当 り,optical density(OD)を 測定

しそれか ら50%発 育抑 制(ID50)を 求 め るTreffe-

rs1)の 感 受性測定法が 結核 菌の 日常検査 に も応 用で き

るか どうかをDubos培 地 を用いINHの 耐性検査 の

場合 について検討 した。

材料および方法

培地:Dubos培 地は指 針に したがつて 作製 。 アル ブ

ミン液 はメル ク製牛血清 アルブ ミンFraction Vと 栄

研製結核 用アルブ ミンを用 いた。第 一燐酸 ヵ り培 地は指

針 にしたがつて作製 した。

菌株:H37Rv,青 山B,お よび患者分離株F株 。

光電比色計:日 立EPO-B型,フ ィル ターは570mμ

を用い た。

測定法:良 質で 径の均一 な 中試験管 を 用い,こ れ に

Dubos培 地を5ml宛 分注,耐 性検査 には4.5mlを

分注 し,つ いで指定の終末濃度 にな るよ うにINHを

含 ませ た0.5mlの 溶液 を加 え る。菌液 は手振法 によ り

まず10mg/mlの 浮游液 を作 り これよ り10倍 稀 釈系

列 とし,そ の0.1m1を 接種 した 。生菌単位(vu/ml)

は これ ら菌液 を さらに 稀釈 して4本 の第 一 燐 酸 カ リ培

地 に培養 して 算 定 した。ODは1種 類2～3本 の 培

地につ き測定 した。 培養 中は毎 日1回 培地 を よ く振盪

した 。第一燐酸 カ リ培地での耐性検査 は指針の方法 にし

たがつ た。実験1で は,接 種量 を増減す ることによつて

発育 の各 時期 の長 さが どのよ うに変化 す るか を追求 し,

実験IIで は,INHを 各濃 度に含 んだ 培地での 発育 を

測定,そ の値か らID50を 求 めた。す なわち確率紙 の

縦軸 に対照培養 に対 す るINH含 有培地培養 の発育程

度の%をODで 測定した値 を,横 軸 に薬剤濃 度の対

数 をとつて 図 を画 き,え られた図の 縦 軸の50%に 当

る点か ら横軸 に垂線 を下 しその交点 の濃度 を求 め る。 こ

の値 がID50で あ る。

実 験 成 績

実験I接 種菌量 と発育 の各 時期 の長 さ,お よび世代

時間(GT)と の関係

H37Rv,青 山B,F株 の各 接種量に おけ る 発育 曲線

は図1の ご とくであつた。 この図か らLag,Log phase

およびGTを 求 めたのが表1で ある。Dubos培 地 は

図1か らもわか るように 培養が早 く定常期 に達す るの

で,表1のLogphaseに は,生 菌数か ら求 めたGT

の値お よび0.005以 下の値 は 光電比色計 の 性能上誤差

が生 じやすいので,結 局0.005～0.07ま でを用い た。

小川培地 によ る生菌単位の 測定 は図1の 発育 曲線上 の

2点,AB,CD,EFの 時期 に 行 つた。え られた 値

か ら雌 数nをn=logb-loga/log2(aお よびb

は発育 曲線上の2点 の生菌単位数)か ら求 め さらに2点

図1結 核菌の発育曲線

図中の数字は接種量vu/ml

間の時間をnで 除 してGTを 計算 して表2の 成績 を

えた.

培養の塗抹検鏡所見か ら3株 の菌 では 数 コの細胞が

cordを 形成 してい て もちろん完全な単孤菌培 養で は な

い ことが わか つた。

実験II結 核菌 のINH感 受性 の測定

実験Iの 成績 か ら接種菌量104～107vu/mlの 場合

にLagが 比較 的短か く,か つLog Phaseの 期 間が 適

当 と認 めたので,こ の接種菌量を用いて感 受性の測定 を

行 つた。その結果 は表3の ご とくであ る。ID50の 算
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表1結 核菌 の接種量 と世代 時間(GT),Lag,Log Phaseの 関係

表2発 育 集 落 算 定 法 に よ つ て 求 め たGT

表3結 核菌のINH含 有培地における発育量の測定

表中の数字はOD
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定がで きる培 養 日数 は,表3か らF株5×104vu/ml

では12日 目,4×107vu/mlで は7日 目,H37Rv

l×106vu/mlで は5日 目か らで あつ た。表3か ら

各培養 日数 のID50を 確 率紙で 示 したのが図2で,

その値 は表4の ご とくで ある。

他方小川培地での耐性検査(10-2mg/m10.1ml接 種)

の成績 は表5の 通 りで あ る。Dubos培 地 におい て結核

菌を培養 した とき,耐 性菌 と感受性菌 の発育速 度が著 し

く異な ると,Treffersの 方法 は 適用 で きない 。そ こで

F株 のINH10γ/mlに 発育 した菌 を同じ 濃 度の培

地に3代 培養 し,こ の株 と原株 との発育 を 比較 した。

その 結果 原株 の0γ/mlに おけ るGTと 耐性株 の0

γ/ml,10γ/mlの 培地でのGTは ともに1.3日 で同

じ値 を示 した。

図2確 率紙 によ るID50の 測定

図中の数字は判定日

表4培 養 日 数 とID50の 関 係

表中の数字は γ/ml

表5小 川培地による耐性検査成績

考 察

細菌 の薬剤感受性 を,対 照培地 と薬剤含有培 地におけ

る菌の発育 をODに よつて表示 しその発育%を 確 率

紙 にPlotす るこ とによつて 求 め るTreffersの 方 法を

結核菌 の場合に も応用 した例 は青柳 ら2)に よつ て すで

に報告 され てい る。彼 らの 方法はT-typetubeを 用い

振盪培養 によつ た もので高い精 度で短期 間に成績が え ら

れ てい る。しか し普通 の検査室 では装置 の点な どその ま

まで は利用 しが た く思われ る。 そこでDubos培 地を用

い静置法 によ る日常検査へ の応用 を検討 した。実験1で

示 した 発育 曲 線か ら求 めた表1のLag phaseは,菌

を接種 した ときのODが 光電比色計 の読 みにか か る程

度で あれば求め ることがで きるが,そ れ以下の場合 には

すでにLog phaseに 入つた状態 で読 みに表 われ て くる

ので,測 定 の とき,何 時 ごろか らLog phaseと して

ODが 読 め るかを 示 して い るに す ぎない。 次 にLog

 phaseを どこまで とす るか を定 め るの は非常 に問題で あ

表6培 養のある時期までの平均GT

つ て,そ のために生菌単位 と図か らのGTに ついて検

討す ると,A,B,C,D,E,Fの 各 点 までの 値 は

表6の ご とくで,表 か らわか るよ うに 各株 の接種 時か

ら2点 まで のGTの 値 は差が あ り,こ の時期 がす でに

真の意味でのLog phaseで ない ことを示 してい る。す

なわ ちDubos培 地 では早 く 定常期 に達す るとい え る。

ID50の 算出が可能 なた めには 対照培地 と耐性培地の

両 培地中の菌の発育 が少な くともある同一時期 に それ ぞ

れ のLog phase上 に ある ことを必要 としてい る。すな

わ ちLog phaseを 共 有す る時期が存在す る必要が あ る。

表6のB点 がODO.07で この辺 までをLog phase

として使 用で きるとして,全populationの90%の 細

菌 細胞が薬剤 で抑 制 され る場 合を検討す る。 この場合に

は発育 す る菌数 は1/10とな り,こ の培養が対照 の培養 とあ
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る期 間Log phaseを 共有 すれ ばよい 。そ こでGT=

1.5と して講 す るとLog2 10=Log10/Log2=3.3世

代 とな り33×GT=4.7で 約5日 ほ ど の発 育 の

遅れが 生ず る。 対照 のODが0.07の とき90%抑

制 を受 けた培 養のODは0.02でLog phaseを 共有

で き,Dubos培 地,静 置法で も日 常 検 査 程 度 な らば

Treffersの 方法は使 用可能 で ある。 表6で,図 か ら求め

た値 と生菌単位か らの 計算値 とは1.5倍 も差 が あ る

が,こ の差 の原 因の1つ に,静 置培養の た めに発育 し

た細 胞が数 コでcordを 作つ てい るのを挙 げ ることがで

きる。新 見 ら3)もsmall inoculum techniqueお よび

光電比色 法か ら同様な成績 を挙げてい る。INH感 受性

測定の実験で はDubos培 地での 方法 と小川培地の方法

との成績 を比較 す ると,ほ ぼ平行 した値 を示 してい る。

Dubos培 地 での成績 は表4か らわか るよ うに培養期 間

の短 かい方がID50の 値が低 くでてい る。 これ は培養

期 間が長 くな ると対照培養が定常期 に入 るため,抑 制 を

受 けた培養 との差 が少な くなつて くることによ る。 この

傾 向は接種菌量 の多い 場 合に もLogphaseが 短 かいの

で同様で ある。以上の結 果か ら対照培 養のODが10日

目ごろに0.1と な る接種量,106～105vu/mlで7～10

日の間にID50を 測定す るのが適 当 と思 われ る。 はじ

めの 接種量が 多けれ ば,そ れだ け 耐 性 菌population

の分布 が正確 に え られ るわけで,こ の 点第一 燐酸 カ リ培

地 を用い る通常 の耐 性検査の場合 よ りも102倍 も接種量

を多 く用 い るこの方法 はよ り正確 な値 を示 す こ と に な

る。 もし これだ けの菌量 を固形培地 に用い ると耐性 の読

みが非常 に不正確 とな るとい う成績が佐藤4)に よつて報

告 されてい る。本実験の方法は,比 較 的多い接種量が使

用で きしか も再現性の あ る成績が短期 間にえ られ,さ ら

に結核菌 の各薬剤 に対す る感受性 の分布の標準偏差(勾

配)を 計算で求 めて おけば,対 照培養 と抑制 を示 した耐

性培地 の1濃 度の 培養か らもID50が 求め られ ると

い う利 点を有 す る。 さ らにID50の 値 と感受性 の勾 配

は薬剤 の有効血液中濃 度決定の基 礎 とな り,Demerec5)

らの指摘す る化学療 法剤 に 対す るfirst-step-resistant

の発生 防止の1資 料 と もなろ う。

結 論

化学療法剤に対す る結核 菌の 感受 性測定をDubos培

地,静 置法 によつ て行 う方法 を検討 した。す なわちえ ら

れ たODか らTreffersの 方法でID50を 求め る場

合,接 種 量106～105vu/ml(1mg/mlの 菌液 を5ml

の培地に0.1ml接 種),判 定 を 対照 培地 のODが

0.07～0.1と な る7～10日 目こ1うに行 うのが適 当 と思

われ た。
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