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ピ ラ ジ ナ マ イ ド耐 性 結 核 菌 の 検 査 に つ い て

第3報 酸 性鶏 卵 培 地 の 改 良

沢 井 武

北里 研究所 附属病 院(指 導 小川辰次)

受 付 昭 和34年4月22日

I緒 論

第2報1)に おいて ピラジナマイ ド(以 下PZAと

略)耐 性結核菌の 検査にはpH5.5の1%小 川 培地

と接種後pH5.5の3%小 川培地が有望 であるが,し

か し この培地 によるPZA投 与前 の患者喀痰 中の菌す

なわ ちPZA感 性 とみな され る結核菌 の耐 性値 は幅が

広 くかつ 不規 則耐性,不 平等発育等 の 欠 点 も 認め られ

た。 それで培地調製 の方法 の改 良を試 みつ つあつ たので

報 告す る。

II実 験 方 法

i)対 象

保存菌株に よる実験では,1%小 川培地 で2週 培養

したH37Rv株 お よび人工的に試験管 内で作 つたH37Rv

のPZA1,000γ 耐性株(以 下H37RvPZARと 略)

を用 いた。

通常検査 ではPZA未 使用 患 者 喀痰 を109例,さ

らにPZA使 用中の患 者喀痰72例 を用いた。

ii)培 地

イ)従 来のPZA耐 性培地 の作 り方

a)pH5.5の1%小 川培 地

1%小 川培地の基汁の うち第2報 に述 べた ように培

地全量300ccに 対 して2%マ ラカ イト緑 を4ccと

した ものを5つ 用意 し,そ の それ ぞれに8%HCIを

16cc宛 加 え,PZAを 加 え さ らに基汁 の2倍 量 の全

卵液 を加 え,結 局PZAの 濃 度が培地1ccに ついて

5,000γ,1,000γ,100γ,10γ,0と な る ように して

5cc宛 分注,凝 固滅菌 した。

b)pH4.7,4%NaOHで 前処理 した材料 を0.1cc

接種後のpH5.5と な る3%小 川培地

3%小 川 培地の 基汁100ccの うち2%マ ラヵイ

ト緑 を4ccと した もの を5つ 用意 し,そ の それぞれ

に8%HCl26ccとPZAを 加 えさ らに基汁 の2倍

量 の全卵液 を加 え,結 局PZAを 培地1ccに ついて

5,000γ,1,000γ,100γ,10γ,0と な るよ うに して

5cc宛 分注,凝 固滅菌 した。

ロ)改 良培地 の作 り方

a)pH5.5の1%小 川培地

従来の培 地は前述 の ように基汁 に塩酸 を加 え,そ の後

卵液 を加 えたが,そ れを改 めて原液 に卵液 を加 えてか ら

塩酸 を加 えよ く振盪 す ることに した。

す な わ ち 上の表 の よ うに500ccの コフレベ ン5コ(a

b,c,d,e)を 用意 し,そ れ に1%小 川培 地 の基

汁100cc(2%マ ラ カ イ ト緑4ccを 含 む)宛 を 分 注

す る 。PZAをaに は1,575mg,bに は315mg,

cに は31.5mg,dに は3.15mg混 入 しeに は

対 照 とし て薬 剤 を入 れ ない 。PZAは 軽 く加 温 して 溶

解 させ る 。各 コル ベ ンに全 卵 液200ccを 加 え よ く 振 盗

す る。 つ いで 各 コル ベ ンに8%HCl 15 cc宛 を 振盪 し

なが ら少 量 ず つ 入 れ る 。最 後 に充 分 に まぜ る。 型 の ご と

く5cc宛 中試 験 管 に分 注,凝 固滅 菌 す る。薬 剤 の 培 地

内濃 度 は コル ペ ンの 内容 全 量 が315ccと な るの で,a,

b,c,d,eの コル ベ ン順 に培 地1ccに つ い て5,000

γ,1,000γ,100γ,10γ,0と な り,凝 固 後 の 培 地 の

pHは5.5で あ る。

b)4%NaOHで 前 処 理 し た 材 料 を0.1cc接 種 後

pH5.5と な る3%小 川 培 地

前 同 様 基汁 に卵 液 を加 え て か ら所 定量 の塩 酸 を加 え よ

く振盪 す る こ とに した 。

すなわち上の表のように基汁が3%小 川培地のもの
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で あ る こ と と,PZAの 量 が 各 コル ベ ンの 内容 全 量

325ccで あ るの でaに は1,625 mg ,bに は325mg,

cに は32.5mg,dに は3 .25mgと し た こ とお よ

び8%HClの 量 が25ccと な る ほか はpH5.5の1

%小 川 培 地 の場 合 と同様 で あ る。

iii)接 種 方法

イ)保 存 菌 種

手 振 り法 で1mg/ccの 菌 液 を作 り,さ らに 滅 菌 蒸 溜

水 で10倍 宛 に稀 釈 して10-1mg/cc～10-3mg/ccと し,

それ ぞ れ の0.1cc,す な わ ち10-1mg～10-4mgをpH

5.5の1%小 川培 地 で作 つ たPZA耐 性検 査培 地 に

接 種 した 。 ま た菌 を4%NaOHで 前 同 様 に稀 釈 して そ

の0.1cc,す なわ ち10-1mg～10-4mgをpH4 .7の

3%小 川 培 地 に接 種 し た 。

ロ)喀 痰

種 々 の抗 結 核 剤 を使 用 し てい る患 者 の 早 朝 喀 痰 を滅 菌

ス ピ ッツ グ ラス に とつ た 。 もち ろん 前 日よ り投 薬 を中 止

した 。 まず 試 験 管 の 中 に0.004%にphenolredの 混

入 し た4%NaOH5～10ccを 入 れ,そ れ に 喀痰 約1

ccを とつ て 充 分 均 等 化 し,そ の0 .1ccをpH4.7の

3%小 川 培地 で作 つ た 耐 性 検査 培 地 に接 種 し残 りを8

%HClで 中 和 し,そ の0.1ccをpH5.5の1%小

川培地 で作 つた耐 性検査培地 に接種 した。

菌株,喀 痰 ともに接種後 は37℃ で1昼 夜斜面 を 水

平 にして斜面台 に寝かせ,ほ ぼ液 のな くなつ た ところで

たてて培養 した。

iv)判 定

菌液の場合は培養4週 後に,喀 痰 の場合は5週 後に

判定 した。 そして集落 の発育 した最高のPZA濃 度を

もつて耐性値 とし,対 照培地 とほぼ同数の発育 を示 した

もの を完 全耐性,発 育 した集落 が対照培地 に比 して少な

い ときは不完 全耐性 と区別 した。また前報 のよ うに培地

斜面 の上部 にのみ結核菌 が発育 し下部 に発育 しない もの

を不平等発育 と 名づ け,培 地 内薬剤 濃 度の 低 い ところ

(た とえば0γ)と 高い ところ(た とえば100γ)に 結

核菌が発育 し,そ の中間(た とえば10γ)に 発育 しな

い ものを不規則耐性 と名づ けた。

III成 績

i)改 良培地 の性状

イ)不 規 則耐性お よび不平等 発育

4%NaOHで 前処理 してpH4.7の3%小 川培地

で作 つた耐 性検査培地 に接種 し,発 育 した ものが42例

また さらに 中和 してpH5.5の1%小 川培地に 接種

表1改 良培地の不規則耐性と不平等発育

して発育 した ものが44例 であつた。

その成績 は表1に 示す よ うに 改良培地 では 不規則耐

性例 はpH4.7の3%小 川培地で も,pH5.5の1

%小 川培地で も1例 もなか つた。また不平等 発育 を示

した培地は,pH4.7の3%小 川培地 で21本(16.9

%)認 め,pH5.5の1%小 川 培地 では1本 も認 め

なかつた。

ロ)培 地保存の影響

培地を作 製 してか らどれ くらい長 く使 用に耐え るかを

み る た めに,pH4.7の3%小 川培地 とpH5 .5の

1%小 川培地で作 つた耐 性検査培地 を室 温(10=20℃)

に保存 し1週 ごとにpHを 測 り,そ の都度H37RvP

ZA感 性株 を,pH4.7の3%小 川培地には4%Na

OHで 処理 し,pH5.5の1%小 川培地 には滅菌蒸溜

水で稀釈 し,そ れぞれ10-1mg～10-3mgを0.1ccに

含 ませ て接種 した。

成績 は表2に 示 す ように,pH4.7の3%小 川培

地で は3週 後 にpHが4.9,4週 目にはpH5.0と 弱

酸性 とな り,4週 目には菌量 の多い10-1mgで は100γ

に菌が発育 した。 またpH5.5の1%小 川培地では,

5週 目にpHが5.7と 弱酸性 とな り,菌 量の多い10-1

mgで は100γ に発育 した。すなわ ち3%小 川培地,

1%小 川培 地では 保存期 間が 長び くとと もに酸 性度が

弱 くな り,こ れに反映 して耐 性値が 高 くな る傾 向を示 し

てい る。

ii)改 良 培地の耐性値 の現れ方

イ)保 存菌株 による実験

さ きに 実験方法 の 項 で 述べた ように してH37Rvの

PZA感 性株 の10-1mg,10-2mg,10-3mg,10-4mg

を改良 したpH4.7の3%小 川 培 地 お よびpH5.5
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表2培 地 保 存 の 影 響

注:表 中記載は集落数を示す その表示は次のごとくである

++++…… 培地全面に発育した もの
+++…… 培地面の約1/2に 発育したもの

++… 培地面の約1/3に 発育したもの

+(数 字)… 集落算定できて集落数200以 下のもの

の1%小 川培地 に 接種 して 改良以前の 培地 と比 較 し

た。 さらにH37RvPZA1,000γ 耐性株 の10-1mg

～10-4mgを 両培地 に接種 して感性株 と比較 した。

成績 は表3に 示す よ うに,感 性株 を 接種 した 実験で

は従来 の培地 ではpH4.7の3%小 川培地,pH5.5

の1%小 川培地 ともに,10-1mgで は100γ の耐性

であつたが,改 良培地 ではpH4.7の3%小 川 培地,

pH5.5の1%小 川培地 ともに菌量 の如何 に かか わ ら

ず10γ または それ以下の耐性を示 し,100γ に発育 し

た もの はない。 また 改良培地にH37RvPZARを 接種

した 成績 は,pH4.7の3%小 川 培地 で10-1mg～

10-3mgで は1,000γ,10-4mgで は100γ であ り,

pH5.5の1%小 川培 地では菌量 の 如何にかかわ らず

1,000γ の耐性 を示 した。

ロ)PZA未 使用患者喀痰に よる直接法の実験

PZA未 使 用 患者 の 喀痰109例 を4%NaOHで

前 処理 しその0.1ccをpH4.7の3%小 川培地に接

種 し,残 りの材料 を8%HClで 中和 しその0.1ccを

pH5.5の1%小 川培地に接種 した。 その結 果pH4,7

の3%小 川培地に発育 した45例 とpH5.5の1%

小川培地 に発育 した47例 について,集 落 数を++++,+++,

++,+に 分けて耐 性値の現 れ方 をみた。++++は培地 全面 に

発育 した もの,+++は 培地面 の約1/2に発育 した もの,++は

培地面 の約1/3に発育 した もの,+は 集落 数の算定 で きる

ものであつて集落 数は200コ 以下であ る。

成績 は表4に 示す よ うに,完 全耐性で とると,pH

4.7の3%小 川培地,pH5.5の1%小 川培地 と も

に10γ あるいは10γ 以下であって,不 完 全耐 性で と

るとpH4.7の3%小 川培地で 集落数の多い2例 が

100γ の耐性 を示 し,そ の他は10γ または それ以下の

耐性で ある。次にpH5.5の1%小 川培地 では,完

全耐性で とつて も不完 全耐性で とつて もと もに10γ あ

るい は10γ 以下で ある。 またおのおのの例について,

pH4.7の3%小 川 培 地 とpH5.5の1%小 川 培

地での耐性値は大部分 一致 してい る。

ハ)PZA使 用患者の喀痰に よる直 接法の実験

PZA使 用前お よび使用中の 患者喀痰72例 につい

て直接 法 に よ り4%NaOHで 前 処理 した ものをpH
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表3 改 良培地 におけ るH37Rv株 とH37RvPZA耐 性株の耐性値の現れ方

注:表 中記載は集落数を示す
その表示は表2の ごとくである

表4 改 良培地 にPZA未 使用患者喀痰 を接種 した ときの耐性値の現れ方

注:1)表 中記載は例数を示す
2)集 落数の表示は表2の 注に同じである

4.7の3%小 川培地 に接種す る と同時に これ を中和 し

てpH5.5の1%小 川培地に 接種 してPZA耐 性

値 の動 きをみた。PZAの 投与方法は2g経 口毎 日法

がは とん どであ り,大 部分がINHと の併 用であ る。

なお 耐M,PA耐,INHに 耐性のあ る患 者が 多か つ

た。投与期間は3～14ヵ 月であつた。まずpH4.7の
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表5改 良培地 にPZA使 用中の患者喀湊 を接種 した ときのPZA耐 性値 の現 れ方

〔その1〕 症 例

＼＼
一_㍗ 患 者 名 一b

＼＼
一_ ..

使用月数
pz鍵

/。∴ ＼
5,000

1,000

100

10

0

使用
前

使 用 中

12 3

1使用

前 24

使 用 中

5

〔3)一

使用瞳 用 中
前1

・214 16

(4) ■

二1∴「'三「r二口羽 …

■ii鷹胴1Ti総

堀 使 用
削回5レ

中

9 10

廿 一 ユ2

卦 ろ6昔

昔45・ 昔

「651
676一 梓;46

80升40

十1十iε0十 干150

注:表 中記載は集落数を示す

その表示は表2の ごとくである

表6改 良培地にPZA使 用中の患者喀疾 を接種 した ときのPZA耐 性値の現れ方

〔その2〕PZA使 用期 間 と耐性値 との関係(pH4.7の3%小 川培地)

＼ ＼ 即 期間側＼
＼ 、12345

耐膿 癒 塩鮎/
。6＼⊥

15,…

注
完全耐性i

i'

「 ・

6789】.0:玉112コ314

馬ooolユ 1 1 3 2 :L 1 1

100}

_..一 一1_一

・・1・5

1.

2

24

22

1ユ 1 7

2 1 11

1

11

1

2 1

不完全耐性

5,000

1,000

100

10

0

1

ユ 114

724

5

11

1

1 1

!

1

1

11

2 5 221 1 1 1 1

ユ 1

注 Ψ表中記載は例数を示す

3%小 川培地 を用い て追求 した4例 を表示す る。

a)症 例

これ らの例 は いず れ も使 用前は10γ あるいは10ッ

以下で あるが,PZAの 投与期間が 長び くと と もに耐

性値が上昇 してい る。

b)PZA使 用期間 と耐性値の現れ方

PZA使 用中の患者喀湊 をpH4.7の3%小 川培

地 とpH5。5の1%小 川培地に 接種 して 陽性であっ

た44例 について使用期 間 と耐性値 との関係 をみ た,、

pH4,7の3%小 川培 地の 成績 は 表6に 示す よ う

であって,完 全耐性 で とって も不完 全醗性で とって も例

数が少ないので,PZAの 投 与期 間 と耐 性値 の上昇 の

関係はあま りはっ き りしないが,上 昇 の傾 向は認 め られ

る。

pH5.5の1%小 川培地の 成績 も表7に 示 すよ う

にほぼ同様 であ る。

r▽ 総 括お よび考察

作 り方を 改 良 した 今 回のpH5.5の1%小 川培地

お よびpH4.7の3%小 川培地 では,直 接法 たる と

間接法 たる とを問 わず,不 規則耐性 は1例 も認 めない 。

この こ とは大 きな 進歩 で あ るS、また 不平等発育 もpH

5・5の1%小 川培地では全然認 めず,pH4 .7の3%

小川培地 において17%前 後 に認 めるに す ぎない。 こ

の事実 も以前に比 して大 きな進歩であ ると考 えて よい。

また耐性値の現れ方は,以 前の培地では,感 性菌 であっ
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表7 改良培地にPZA使 用中の患者喀痰 を接種 した ときのPZA耐 性値 の現れ方

〔その3〕PZA使 用期 間 と耐 性値 との関係(pH5.5の1%小 川培地)

注:表 中記載は例数を示す

て も,10γ 以上 の耐性 を示 す もの も多少 認め られ たがa

今 回の改 良培地 は,接 種菌量が 多い ときは耐性値が 高 く

なる傾向 はあるが,し か し大体 におい て10γ あ るい は

10γ 以下 であ る。籏野2)ら は同 じよ うな培地 を用いて

未使用患者7例 中1例200γ に 耐 性を 示 した ものが

あ ると報告 してい る。また人工 的に作 つたPZA耐 性

結核菌 では,は つ き り耐 性を示 してい るし,PZA投 与

患者の耐 性検査 に おいては,PZAの 投与期 間の長び

くとと もに耐性値の上昇が認 め られた。以上の ような事

実か ら,わ れわれの今回の培 地はPZA耐 性結 核菌の

検査に使用で きそうに思われ る。 しか しpH4.7の3

%小 川培地に よる直接耐性検査では,不 平等 発育 を示

す ものが あるの で,pH5.5の1%小 川培地に よる直

接法 あるい は 間接法が 適 当で は ないか と推定 され る。

pHを4.7に した ときの1%小 川培地 は どのよ うな

成績 を示 すか は,今 後 さらに検討 したい と思 つてい る。

次 にわれわれの耐 性検査培地 は,保 存 す るに従 つて酸性

の度 が次第 に減 少す ることが 認め られ た。す なわちPH

4。7の3%小 川培地 は4週 以後,PH5.5の1%小

川培地 は5週 以後 はpHが 軽 度ではあ るが酸度 の低 下

を認 め,接 種菌量 が多い と耐性値の上昇 も認 めた。 した

がつて この よ うな培地は作 製後3～4週 以内に使 用す る

こ とが よい と思われ る。なわ以 前に 実験 したLowen-

stein-Jensen培 地,Steenken-Smith培 地では基汁 と鶏

卵液 を混合 した後で塩酸 を加 えて酸性に した の で あ る

が,不 規則耐性 も不平等 発育 も認 め られ た。したがつ て今

回の改 良法が 以前 の培地 に比 してす ぐれ てい るこ とは,

あ るいは塩酸 を加 える時期 とい うことだけではな くて,

少量ず つHClを 加 え,し か もよ く振 盪 しなが ら作 るこ

とに よ り培地 内酸度 が平等 になつたた めか もしれ ない 。

この点について さらに検討 したい と考 えてい る。

V 結 論

1%小 川培地 および3%小 川培地 をpH5.5お よ

びpH4.7と す るのに,以 前 は基汁 を あ らか じめ 酸性

に した後 で卵液 を加 えていたが,こ の度 これを改 めて,

基汁 と鶏 卵液 を混 合 した後 で塩酸 を少量宛加 えなが ら充

分振盪 して均 等化 した うえで分 注,凝 固滅菌 す るよ うに

した。 この ように して 作つたpH5.5の1%小 川培

地 とpH4.7の3%小 川 培地 に よるPZA耐 性検

査用培地 に,保 存菌株,喀 痰 を材料に して耐性検査 を行

なつた ところ,次 の よ うな成績 を得た。

1) 今回の培地では,不 規則耐性 は両培地 ともに認め

られな く な り,不 平等発育 もpH4.7の3%小 川培

地で若干認 め られ る程度で あつて,pH5.5の1%小

川培地で は全然認 めない 。

2) PZA未 投 与の喀痰 に よ り感 性菌 の 耐 性値 をみ

ると,3%小 川培地 で 集落数 の 多い2例 が1007の

不完全耐 性を示 したほか は10γ あ るいは10γ 以下の

耐 性を示 し,1%小 川培地 では 完全耐 性で とつて も不

完 全耐性で とつて も10γ あ るいは10γ 以下の耐 性を

示 した。

3) 改良培地でPZA投 与中の患者喀痰で直 接法に

よ り耐性値の経過 をみ ると,PZAの 耐性値が 上昇 す
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るの を認 めた。

4) 改良耐性検査培地 は,1%小 川培地 は4週 まで

3%小 川培地 は3週 まで性能が変化 しない。

以上の事実か らpH5.5の1%小 川培地はPZA

耐 性結核菌 の検査 に使用で きそ うであ る。

終 りにの ぞみ,終 始御指導 を戴 き,御 校閲を賜 わつた
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