
807

Kanamycin耐 性 結 核 菌 の 検 査 に つ い て

第2報Kanamycin未 投与 の肺結核症患者の喀疾 よ り分離 した結核菌お よび

保存菌株による間接法の基礎実験 と直接法 と間接法の比較
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北里研究所付属病院(院 長 宗武藤)
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1緒 論

第1報 においてわれわれ1)はKanamycin(以 下K

Mと 略)の 耐性結 核菌 の直接法 の検査で は,変 法Kir-

chner寒 天培地,Kirchner寒 天培地の よ うな 寒天培地

が適 当で あ り,3%小 川培地,1%小 川培地の よ うな

鶏 卵培地は適当で ない ことを推定 した。 直接法でKir-

chner寒 天培地 が 適 当で あ り,1%小 川培地が 不適 当

で あるにとは間接法 において もあてはま るで あろ うに と

は推定 され るが,当 時 なおKMが 卵黄 に吸着 され るこ

とははつ き りして お らず,従 来の慣習か ら鶏卵培地の使

用に も希望 が もてたので,一 応Kirchner寒 天培地 とと

もに1%小 川培地について実験 したので報告す る。

II方 法

1.)菌 株:KM感 性の保 存人型結核菌,H3TRv株,

H2株 および肺結核症 患者の喀疾 よ り分離 して間 もない

高野株 と,従 来までKMの 投 与を うけてお らず主 とし

てSM,PAS,INH等 の投 与を うけてい る患 者か

ら分離 した菌株等 で,こ れ らはいずれ もKMに 対 して

は感 性であろ うと推定 されてい る。

2)喀 疾:KM以 外 の化学療法剤 の 投与 を うけてい

る肺結核症 の患者 の ものを使 用した。喀疾採取の前1日

は化学療法薬 の投与 を中止 した にとは もちろんで ある。

3)培 地:間 接法では1%小 川培地 およびKirchner

寒天培地 を用いた。また直接法 ではKirchner寒 天培地

とともに変法III Kirchner寒 天培地を用いた。1%小

川培地は型の ごと く作つた。Kirchner寒 天培地お よび

変法III Kirchner寒 天培地 に用いた寒 天はBacto-Agar

(Difco)で あつて,2%に な るよ うに混入 した。なお

寒天培地 には0.1%マ ラカイ ト緑 を10006に 対 して

0.25cc宛 加 えた。なお血清 は 馬血清 を 用い10%に

混入 した。

KMは 培地1ccに つ いて,1γ,27,4γ,8γ,

16γ あ るいは1γ,10γ,1007に な るよ うに加 えた。

1%小 川培地では凝固滅菌 す る前 に,ま た 実験 の一部

で は所定量の50倍 の こい濃度 のKMを 作つ てお き,

5cc宛 分注 して 滅菌凝固 した1%小 川培地の 斜面に

0.1cc宛 流 しこんで,1晩37℃ の 孵卵器に 入れて乾

か し,前 述の濃度の よ うに混入 した。

4)培 養の方法:水 晶玉入 りの磨砕 コル ベンで1mg/

ccの菌液 を作 り,に れ を 滅菌蒸溜水で稀釈 して,メ ス

ピベ ットで0,1cc宛 接種 した。 接種 菌 量 は10

-1,10-5mg,あ るいは10-3mgの よ うに実験に よつて異 な

つてい る。接種 した ものは1晩37℃ で 斜面 台にねか

し,翌 日ゴムの キャ ップにか え,た てて培養 した。なお

水 分の乾 かない ものでは2晩 ねか した もの もあ る。

5)判 定:間 接法はすべて4週 で直接法は5週 で判

定 した。そ してその ときの1系 列 の 混入濃度 の 最 高の

濃度 に発育 した ところを もつ て耐 性値 とした。

III成 績

A.間 接法 の実験

a.1%小 川培地に よる実験

1)凝 固す る前にKMを 混入 した耐性検査培地に,

保存 菌株,患 者 よ り分離 して間 もない菌株 の接種菌量 を

種 々に して培養 した実験。

1～16γ まで2倍 宛増量 して混 入 した培地 に10-1～

10-5多ng接 種 した。成績 は表1の よ うで あつ てH37Rv

と高野株 ではほ とん ど同 じであつて,10-1～10-4mgま

では8γ であ り,10-5粥8で は1段 下 って47で あ

る。次 にH2株 で は前2者 と傾 向が違 つて,接 種菌量

のいか んをとわず16γ で ある。

2)で き上つた培地にKMを 流 しこんで作つ た耐性

検査培地に保 存菌株,お よび肺結核症 の患者 の喀疾 よ り

分離 して間 もない菌株 の接種菌量 をい ろい ろにして培養

した実験 。

表1の 実験 と並行 して実施 した。この実験はKMが

卵黄 によ り吸収 され ることはわかつてい なかつ たと きに

なされ た もので あつて,鶏 卵培地で耐性値 の高 くで るの
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表11%小 川培地 にKanamycinを 混 入して 作

った耐性検査培地 に,接 種菌量 を種 々にして

実験 した成績

注:菌 の発育は次のようである

柵 …斜面全体に集落が菌膜様に融合したもの

冊 …斜面全体に発育しているが集落の孤立しているもの

柵… 斜面の2/5程 度の集落数

廿 … 斜面の112程 度の集落数

+… 発育しているが集落が小さくて数えられないもの

数字…集落の数を示す
-… 陰性

は,あ るいは加熱 に よるのではないか と想像 されたので

実施 した。威績 は表2に み るよ うで ある。 がい して耐

性値の高い に とは,(1)の 実験 と同様で ある。す なわ ち,

H37Rvで は10-3mgま で16γ,10-4mg,10-5mgで

は8γ であ る。高野株 では10-1mggで16γ,10-2～

10-4mgで8γ,10-5/mgで は4γ で あ る。 このよ う

にH37Rvと 高野株 とで は,耐 性値 に 多少の差 が ある

が,両 株 と も接種菌量の少 な くなる とと もに耐性値 は低

くで る傾 向にあ る。次 にH2株 は 接種菌量 の いか んに

かか わ らず16γ を示 してい る。 これを表1と 比較す

ると,H37Rv株 と高野株で は接種 菌量 の多い ところで

は,前 者に比 して1段 と高い 耐性 を示 してい る ことは

違 う点であ るが,接 種菌量 の少 な くな るとと もに耐性値

が低 くで る傾 向は 表1の 成績 と全 く同様で あ る。次 に

H2株 では表1と ほ とん ど差が ない。 このよ うに 滅菌

凝 固 して作 つたKM混 入 の耐性培地 の耐性値が流 し こ

みで作 つた耐性培地 に比 して高 くな く,む しろ差が ない

ことは,培 地 中に混入 され たKMが 加熱 によつて もそ

の力価が低下 しない と解釈 して よい であろ う。

表2 1%小 川培地 にKanamycinを 流 しこんで

作っ た耐 性検査培地 に,接 種菌量 を種 々に し

て実験 した成績

注:表1に 同 じ

b.Kirchner寒 天培地 に よる実 験

1)保 存菌株 および分離 して 間 もない菌株 の接種菌 量

を種 々に して培養 した実験 。

この実験 も表1,2の 実験 と並行 して同時に実施 され

た ものであ る。

成績 は表3に み るよ うに,H37RV株 では10-1

mgでは17で あ るが,10-2～10-5mgで は17以 下であ

り,高 野株 では接種菌量 の いかんに かかわ らず1γ 以

下であ る。すなわ ちこの両株 はほぼ同 じような傾 向を示

す。次 にH2株 では,10-1mg,10-2mgで は16γ,

10-3mgで は2γ,10-4mg,10-5mgで は1γ であ

る。 この ように菌株 に よつて耐性値 の現 われ方 に違 いが

あ るが,鶏 卵培地 に比 して耐性値はがい して低い。

2)肺 結核症 患者の 胃液,喀 疾 よ り分離 した多数例 の

菌株 の実験。

保存菌株 のH2株 の ような 非定 型的な 菌株 に類 す る

ものがはた して存 す るか どうか?存 す るとすれ ば どの程

度に出現す る ものか と思 い実験 した。まず8%水 酸化

ナ トリゥム液 を喀疾 に等量 加 えて3%小 川培地 で分離

した 初代の 菌株で 菌液 を作 り10-3mgを0.1ccに 含

ませて,1γ,10γ,1007に 混 入して 作 つた 耐性培地

に培養 した,,成績 は表4の よ うであ る。

合計50例 実施 したが その うちの42例 すなわ ち84
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表3Kirchner寒 天培地 にKanamydnを 混入 し

て作つ た耐性検査培地 に,接 種菌量 を種 々に

して実験 した成績

注:表1に1司 じ

表4肺 結核症患者の 胃液,喀 疾 よ り分離 した 多数

例 の菌株 の実 験

注:欄中の数字は例数を示す

%は1γ 以下であ り,8例 すなわ ち16%は1γ で

あつて,10γ,100γ の 耐性値 を示 した ものは1例 も

ない。すなわ ち50例 の 少数では あるがH2株 の よ う

に耐性値 の高 くで る ものは1例 もなかつた。 この こと

は接種菌量 が10-3mgで あつたためか も しれない。な

お10-3mgの 接種 に もかか わ らず,対照 に1～100の よ

うに少ない集落 の発育 したのは,継 代せずにやつた こと

や,検 査までの期 間が長 い ものがあつた ことや,あ るい

は分離 された菌株 その ものの生活力が弱かつたためか と

も思われ る。

以 上2っ の成績 か ら間接法 にKlrchner寒 天培地 を

用い るにとは妥 当の よ うに思われ る。

B.間 接法と直接 法の比較

表5同 一患者についての直 接法 と間接法の比較
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(7)

(8)

注:1)集 落の記号は表1に 同じ
2)実 施,あ るいは分離の日の実施は直接法,分 離の日は間接

法で用いた被検菌株の分離 された日を示す
5間 接法の対照のところの の中は分離された集落の

数を示す

直接 法では変 法Kirchner寒 天培地,Kirchner寒 天

培地が適 当 と思 われ るし,間 接法ではKirchner寒 天 培

地が適 当のよ うに思 われた。従来 の成績 か らKM投 与

前の検査 では,直 接 法 と間接法 とでは大差 がない もの と

推定 されたが,今 後 の研究 の基 と もな ることと思 い,同

一患 者について,日 を異 に して直 接法,間 接法を実施 し

た8例 の成績 を表5に あげてみた。方法は直 接法では

4%水 酸化ナ トリゥムで処理 した ものは変 法Kirchner

寒天培地 に,中 和 した ものはKirchner寒 天培地に,間

接 法では10-3mgをKirchner寒 天 培地 に 接種 した 。

成績 は予期 された よ うに大差はない。す なわ ち(4),(5)

では全 く差が ない 。その他の ものではいずれ も差が ある

が,あ つた として も1γ か1γ 以下 とい う程度 の差 に

す ぎない 。 直接法,あ るいは間接法 を同一 の患者で2

回実施 した ものについ て比較 して みる と,こ の程度 の差

が あ る。したがつ て この程度 の差 は誤差 の範 囲 と考 えて

もよいのでは なか ろ うか。

IV総 括お よび考察

1%小 川培地 に保存 菌株 あるいは 分離 して 間 もない

菌株 を接種 した実験では,比 較的耐性値が高 く,し か も

接種菌量に比 例 して耐性値 が高 くで る傾向が ある。この

ことは,第1報 の直接法 における1%小 川培地 と全

く同様 であつて,直 接 法におけ る1%小 川培地の欠点

は そのま ま間接法にあてはま るとい える。1%小 川培地

ではKMの 耐性値 が高 くで ることは,加 熱に よる力価

の減退 でない ことはわかつたが,こ の ことは後 で梅沢2)

に よつて卵黄 に よる吸着 であ ると説 明 されてい る。以上

の ことで間接 法において も鶏卵培地 を耐 性検査に用い る

ことは妥 当ではない。Kirchner寒 天培地 におけ る 耐性

値はH37Rv株,高 野株 は と もに接種菌 量が多 くと も17

どま りで,厚 生省の検査指針で指示 してい る10"3辮9

の接種 では1γ 以 下 であ る。H2株 はH37Rv株,高

野株 とは異 な り,10-1mgの 接種 では16γ の耐性を示

し,接 種菌量 の減少 とともに耐 性値 は急速 に17に まで

低 下 してい る。 これは特殊 の例 であつて,あ るいはKM

自然 耐性菌 とよんで もよいか もしれない。 この よ うな特

異 の菌株 が どの程 度に 存在 す る ものか と思 い,50例 の

新鮮 分離株 で検査 してみたが これに類す る菌株 はみつか

つていない。今後 さ らに多数例 について検査す る必要が

あ るが,こ れは今 後の問題 として,さ しあたつては間接

法にKirchner寒 天培地を用い ることは よい と思 う。 こ

れは第1報 におけ る直 接法において もほぼ 同様の成績

を得 た ことで も妥 当の よ うに思われ る。次にKMの 投

与前の耐性の検査は直接法 と間接法 とで はほ とん ど差が

ないが,し か し投与後の成績にっいては さ らに検討す る

必要が あろ うし,間 接法 自身 につい て も同様 にKM投

与後の菌株 について検討す る巫要が あろ う。

V結 論

KMに 感 性であ ると思 われ る保存菌株,お よびKM

を投 与 した ことのない患者喀疾 よ りの新鮮分離 菌株 につ

いて,間 接法の耐性の検査方法について検討す るとと も

に,直 接法 と間接法 を比較 して次の よ うな成績 を得た。

1)Kirchner寒 天培地 では,H2株 を 除 けば 保存菌

株 で も新鮮分離 菌株で も100γ,10γ の耐性の ものは

1例 もな く,大 部分 は1γ 以下で あつて,17の もの

はわずかで ある。この よ うに耐 性値が低 く,し か も接種

菌量 の多少に よつて も耐性値に変化はない。 したがつて

間接 法においては,さ しあたつてはKirchner寒 天培地

を用い ることは妥 当で ある。H2株 は菌量が多い と耐性

値が高 くで るが,こ の菌株 に類す る結核菌株の研究は今

後の問題で ある。

2)1%小 川培地ではKMを 擬 固滅菌の 前に混入

して も,で き上つた培地に流 しこんで作つた培地を使用

して も,耐 性値 はKlrchller寒 天培地に比 して高い 。し

か も接種 菌量 の多少に よる耐性値の差 が著明であ る。 し

たがつて1%小 川培地を間接法に用い ることは妥 当で

ない。 この ように耐性値の高いのは加熱 に よる力価 の減

退 に よるのではない。

3)直 接法 と間接法を同一の患者について実施比 較 し

てみ るとほ とん ど差が ない。
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