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稀 釈 法 に よ る耐 性 培 地 上 のINAH耐 性 菌 のPeroxidase反 応 に よ る観 察

漆 崎 一 朗

国 立 東 京 療 養 所

受 付 昭 和55年12月1日

緒 言

われ われ は さ きにPeroxidase反 応 に よ り培地上に

Peroxidase陽 性の菌集落 と陰 性の菌集落 とを染 め分 け
,

INAH耐 性 と密接な関係においてBacterial population

を決定で きることを報 告 した1)5)。 さ らに1ヵ 年 の 連

続 観察2),菌 陰性化例の観察5)等 か ら本 法は 臨床 的に

十 分INAH耐 性検査の欠点 を補 い,か つ実用 的であ る

ことがわかつた。 このわれわれの結果 は個 々の菌集落 を

比色 法によ り観察 した,Tirunarayanan & Vischer4),

Hedgecock5),Bogen6)の 結果 と大体 一致 し,本 邦で

も武 田7),工 藤8),堀9),友 田11)ら のPeroxidase反

応 とINAH耐 性に関す る報告が 最近 み られ るにい たっ

た。

今回はroutineに 広 く 用い られてい る稀 釈法に よ る

耐性培地 上の菌集落 に実施 した結果 を報告す る。

実 験 方 法

当所入所 中の 排菌 患者のSM,PAS,INAH耐 性

培地 につ き検討 した。各種薬剤濃度 はSM1,10 ,100

γ/ml,PAS1,10,100γ/ml,INAHO.1,0.25 ,

0.5,1,5,10γ/mlで ある。

われわれの所で 用いてい る 対照 は1倍(喀 痰 に等量

の7%NaOHを 加えて 均 等化 した もの)と100倍

(前者 をさらに4%NaOHで100倍 に 稀釈均等化 した

もの)で あつて,1倍 稀釈対照培地 と同程度の菌発育が

認 め られた最 高濃度 を もつて完 全耐性,100倍 稀釈対照

培地 と同程度 以上の発育 を認 めた ものを不完 全耐性 とし

て考察 してい る。判定 は4週 か ら6週 培養 にっ き検 し

た。

Peroxidase反 応 の術式 は 既報 したので 省略す るが ,

0.2M Acetate Buffer pH4.0 1cc,2%Catechol 1

cc,3%H2O2 1ccを 直接 に培地 に 注入 し,30分 か

ら1時 間で判 定 した。Peroxidase陽 性菌集落 は暗褐色

に,Peroxidase陰 性菌集落 は着色 せずに とどまる。耐

性培 地に含 まれてい るSM,PAS,INAHの 各濃度

では本反応 の呈色 を妨 げない ことを確 かめた。

培地 のPeroxidase反 応 による分類はPeroxidase陽

性菌集落の みか ら成 る もの をP(+)群,Peroxidase

陽性,陰 性菌集落 の種 々の割合 に混在す る もの をP(+)

P(-)混 在群,Peroxidase陰 性菌集落 の みか ら な る

もの をP(-)群 として取扱つ た。

INAH耐 性 は既報はした ご とくに,感 性(<0.1γ/ml),

低耐性(<0.5γ/ml),中 等耐性(<5γ/ml),高 耐性

(≧5γml)に 分けて便宜上観察 した。

2本 以上の培地の総合観察で は,い ずれの培地 で もP

(-)菌 集 落 を認 めない ものをP(+)例,い ずれかの

培 地でP(-)菌 集落 の混在 を認 め るもの,各 培地 でP

(+)P(-)混 在す る もの,こ れ らはすべ てP(+)

P(-)混 在例 とし,い ずれ の 培地で もP(-)菌 集

落 のみであ る もの をP(-)例 とした。

実 験 結 果

使用 され た 例数 は218で これ をINAH耐 性 か ら分

ける と感 性(<0.1γ/ml)54,低 耐性(<0.5γ/ml)

68,中 等耐性(<5γ/ml)52,高 耐 性(≧5γ/ml)44

であ る。

1.SM,PAS,INAH耐 性 とPeroxidase反 応 と

の関係

(1)SMお よびPAS耐 性は培地 の菌集落 について

SMお よびPASお の おのの1,10,100γ/ml各

耐 性培地 上の菌集落 にPeroxidase反 応 を実施 し,各 培

地 をP(+)群,P(+)P(-)混 在群,P(-)

群 に分けて観察 す ると図1,2に 示す ご とく,SM,P

AS耐 性の上昇 とPeroxidase反 応 の 結 果 との 間には

一定 の関係がない
。

(2)INAH耐 性培地 の菌集落 にっいて

INAHO.1,0.25,0.5 ,1,5,10γ/ml各 耐性 培地

のすべてにPeroxidase反 応 を 実施す ると図3に 示 す

図1SM耐 性培地 のPeroxidase反 応 によ る観察
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図2PAS耐 性培 地 のPeroxidase反 応 に よ る観 察 図31NAH耐 性培地 のPeroxidase反 応 に よ る観 察

よ うに,INAH耐 性 の上昇 に伴 いP(+)群 お よびP

(+)P(一)混 在群 の 減少 と それ に伴いP(-)群

の増加 を 認めた。INAH耐 性 とPeroxidase反 応 との

問に密接 な関係のあ ることが示 され,こ の変化 は5γml

耐性培地を境 に して著 明であった。

表1INAH耐 性 度 とPeroxidaseお よ びCatalase反 応

〔1〕

〔II〕

PはPoroxidase,CはCatalaseを 意味する

2.INAH耐 性度 の明 らかな菌集落 のPeroxidase反

応,お よびCatalase反 応 との比較

あ る濃 度のINAH耐 性培地上 に菌集落が生 え それ以

上の濃度 のINAH耐 性培地 で菌 発育 を 示 さぬ場合,菌

集 落 はその培地の濃度に 相 当 す るINAH耐 性度 を 有

す る もの と考察 され る。このよ うなINAH耐 性培地 上

の菌集落 について検す ると表1の ごと くで ある。P(-)

菌 集落 がすで に0.1γ/ml耐 性で 出現す る。 しか し同一

耐性度 の菌集落 で も必 ず しも酵素 学的に同 じ性質を もつ

た ものでない とい うこの事実は,Peroxidase反 応 とI

NAH薬 剤感受 性 とが 直 接関係に あ る ものでな く,I

NAHに よる菌 の 酵素 的性状の変化 が 移行 しつつあ る

過程にみ られ る もの と考 え られ る。次にPeroxidase反

応 とCatalase反 応 の結果 とを比較 してみ ると大体平行

す るがPeroxidase陰 性Catalase陽 性菌集落の存在が

1γ/mlお よび10γmlの 耐 性に おいて 比 較的高率に

み とめ られた。

3.1倍 稀釈対照培地 とSM,PAS,INAH全 耐

性培地 の比較

INAH耐 性培地 にてP(-)菌 集落 が 選択的作用 を

受 け る。Middlebrook10)は 対照培地 とINAH耐 性培

地 上の菌集落 のCatalase活 性 の差 異につ き す で に 述

べ,友 田11)はPeroxidase活 性 につ きふれ てい る。

1倍 稀釈 対照培地 と全耐 性培地にっ いてPeroxidase

反応 の結果 を 比較 す ると図4に 示 すよ うに,P(+)P

(-)混 在例 が全耐 性培地 の観察 で非 常に増 加し,と く

に低 耐性,中 等耐性で顕著であ る。 これに反 しP(+)

例 は とくに低耐性,中 等耐 性で減 少 し,P(-)例 もわ
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ず かなが ら減 じてい る。す なわ ち全耐性培地 の観察 で単

一菌株群が減 じ
,混在菌株群が増加 してい る。これ は1倍

稀釈対照培地 でP(+)群,P(-)群 と観察 され るも

ののなか にP(-)菌 集落 やP(+)菌 集落 が混在 し

てい る可能性が あるこ とを示 してい る。みか けの陽性,

陰 駐 ともい うべ きもので ある。

図41倍 稀釈対照培地 と全耐性培地の比 較

A:を 耐性培地の観察
B1:1倍 稀釈培地の観察

4.対 照培地におけ る接種菌液 稀釈の影響

われわれの所では1倍 稀 釈 と100倍 稀釈 の菌液接種 の

対照培地 が 用い られてい るが,こ の 稀 釈の影響 を み る

に,稀 釈に よ りP(-)菌 集落の 出現,ま たは 消失 す

るもの,P(+)菌 集 落の出現または消失 す る ものがあ

り,こ の両対照培地 を総合観察 す ると,低 耐 性,中 等 耐

性でP(+)P(-)混 在例 は 図5に 示 す ごとく著 明

に増加 してい る。

図5対 照培地 とINAH耐 性 の関係

B:対 照培 地 の総合観察

B1:対 照(1倍)培 地の観 察

B100:対 照(100倍)培 地の観察

対照培地におけ る稀 釈の影響 のみ られ るも の は 低 耐

性,中 等耐 性が大部分 を占め,こ れ らは一応 ほ とん どが

P(+)菌 とP(-)菌 の混在 す るもので あつて,稀

釈 の影響 は接種菌量お よびP(+)菌 とP(-)菌 の

比率,そ の繁殖力 の差 によつ て生ず るもの と考 え られ,

この問題について は試験管 内実験 を実施 中で ある。

図6全 対照培地と全耐性培地の比較観察

5.対 照培地 と全耐 性培地 の総合観察 の比較

図6に 示 す ごとく低耐性 を 除いては両者 の 総合観察

の結果 にあま り差が ない。低耐性の ある もの にあつて は

P(-)菌 集落の 出現が きわ めて少 ない ために,INAH

耐性培地においてのみ観察で きる とい うものが あろ う。

これ らの ものが 対照 培地 で 発見 し がたいの も当然であ

る。

総 括

今 回の耐性培地 を取扱った所見で はPeroxidase反 応

はSM,PAS耐 姓 とは関係 な く,INAH耐 性 と密接

,な関係が あることがわかつた。

Peroxidase反 応 とINAH耐 性の関連性 を観 察す るに

さい し,P(+)菌 集 落が どの程度のINAH耐 性度 で

消失 し,P(-)菌 集落 は どの程度 か ら出現す るかを決

定す ることは大切 であ る。0.1γ/ml耐 性 ですでにP(-)

菌集落 の出現が認 め られ,107/ml耐 性 で は97%以

上がP(-)菌 集落群で あるが,わ ずか にP(+)菌 集落

も認 め られた。Tirunarayanan4)12)ら はす でに0.1γ/m

lNAH耐 性でPeroxidase陰 性化 す ることを報告 して

い る。peroxidase反 応 はINAH耐 性度 を 直接示 す も

のでは な く,Catalaseは 毒力15)と 関係が あ るとも い

われてい るが,INAHに 対 して 菌体が うける生活現象
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の変化 としてPeroxidase反 応 を観察す ることはINAH

耐 性 との関連 に おいて 有意義 であ る。 この変化 は 個体

差,血 中薬 剤濃度の差等 に よつて影響 され ることであっ

て,耐 性度が低い にかかわ らず菌体への影響の早 く現わ

れ る もの,ま たMiddlebrook10)の い う低濃度 に長 くさ

らされ て い るとCatalase陽 性 のINAH高 耐 性菌 が 生

ず るとい う説 も妥 当性 があ るよ うに思 われ る。

INAH化 学療法 に伴いINAH耐 性菌 の出現 は予想 さ

れ るが,INAH感 性菌 と耐 性菌 との割 合は種 々雑 多であ

りうるしSzybalski & Bryson14),Fischer15),Diss-

mann16)ら はINAH耐 性菌 は 感性菌 よ り発育速度 が

遅い としてお り,佐 藤17)はin vitroでINAH耐 性

菌 と感性菌 を人工的 に混合 した菌群 について,継 代培養

を重 ね ると耐 性菌 の比率が減少す るこ とを認 め,河盛18)

はINAH耐 性菌 と感 性菌 の混在下 におけ る前者 の 自然

淘汰,こ とに他剤 に対す る感受 性のわずかの差 に よる増

殖遅 延が考 え られ るとし,耐 性菌の耐性低下は このため

で あ り,生 活条件が不良な場合に は他剤の併用が な くて

も起 りうる としてい る。1倍 稀釈対照培地 と全耐性培地

の比較か らも,対 照でP(+)群,P(-)群 と みな さ

れてい る ものの なかに,み か けの 現象 で あつ て実 はP

(-)菌 集落,P(+)菌 集落 を混在 してい るものであ

ることが わか つた。次 に接種菌液 の1倍 稀釈 と100倍 稀

釈 の対照培地 につ き検 す るに稀釈 によ りP(+)菌 集落 や

P(-)菌 集落 の出現 す るものがあ り,こ れ らの影響 は

お そ らく接種菌量お よびP(+)菌 数 とP(-)菌 数の

比お よび上記 したP(+)菌 とP(-)菌 との繁殖力の

差 によ り起 る もの と考 え られ,試 験管 内実験 を実施中で

あ る。

この1倍 稀釈 と100倍 稀釈 の両耐 性培地 の総合観察 と

全耐 性培地 の総 合観察 を比較 す ると,低 耐 性を除いては

両 者の結果 にあま り差 がない ことを認 めた。低耐 性では

P(-)菌 数が極 端に少数の場合があ りうる。かか るさい

対照培地で も証 明で きぬのは 当然で あろ う。 それゆ え1

倍稀釈,100倍 稀釈 の対照培地 の総合観察 の結果 は一応,

P(+)菌 集落 とP(-)菌 集落のPopulationの 実態

に近い もの と:考え られ る。

結 論

1)Peroxidase反 応 はSM耐 性,PAS耐 性 と関

係な く,INAH耐 性 とのみ密 接な関係が認め られた。

2)INAH耐 性度 とPeroxidase,Catalase活 性 の関

係 をみ るに,0.1γ/ml耐 性でP(-)菌 集落 の出現が

認め られ,5γ/ml耐 性以上で97%の 著明 なP(-)

群の出現 をみた。P(-)C(+)菌 集落群 は1γ/ml,

10γ/ml耐 性において約10%に 認め られた。

3)1倍 稀釈対照培地 と全耐 性培地 の比較か ら,1借

稀釈 対照培地 でP(+)群 またはP(-)群 とみ なされ

るもののなかに,み かけの現象でP(+)P(-)混 在

群 であ るものが示 された。さ らに接種菌液稀釈の影響 は,

菌量 およびP(+)菌 数 とP(-)菌 数 の比率 および繁

殖力の差に よ り影響 され るこ とを暗示 した。

4)対 照培地 の1倍 稀釈,100借 稀釈 の2本 の総合観

察 はP(+)菌 とP(-)菌 のPopulationの 実態 に

近い もの と考 え られた。

終 りに臨み御校閲いただいた砂 原所長,小 川医長 な ら

びに御援助 いただ いた研究室 の諸氏 に感謝 す る。
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