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寒 天 平 板 に よ る 結 核 菌 の 迅 速 耐 性 検 査 法

第2報 迅 速 法 と 普 通 法 の 比 較

齊 藤 直 蔵

北里研究所附属病院(指導 小川辰次部長)

受付 昭和54年3月31日

I緒 言

さきに第1報1)で 種 々基礎 実験の結果,寒 天平板 に

喀痰 あ るいは菌液 を接種 し1週 間培養後,平 板 の 裏か

ら培 地 をとお して弱拡 大で鏡検 して,培 地表面 に発育 し

て きた顕微鏡 的集落(コ ー ド)が 判定 で きることを報告

したが,こ の方 法を抗結核剤 の迅速耐 性検査法 に応用 し

て直接 法および間接 法について普通法 と比較実験 した結

果,ほ ぼその 目的を達 した と思われ るので報告す る。

II実 験 方 法

1.対 象

イ)喀 痰

SM,PAS,INH,KM,PZA等 の 化 学療 法

中の入院 患者の ものを用い,広 口砲弾 型の滅菌 スピッツ

グ ラスに早朝採取 した。抗結核剤 の 投与 は 検査1日 前

か ら中止 した。検査総数193例 で その うち塗抹陰性 は

15例 で,他 はすべて塗抹陽性の材料 を使用 した。

ロ)菌 株

入院患者の喀痰 あるいは胃液 よ り3%小 川培地 ある

いは変法IIIキル ヒナ ー寒天 培地に分離 した57例 の新鮮

分離菌株 を用いた。

2.使 用培 地

イ)変 法IIIキル ヒナー寒 天培地(小 川 ら2)3))

この培地 は本来 カナ マイシソの直接耐 牲検査 用に考案

された もので性能 はほぼ3%小 川培地 に匹 敵す るもの

であ る。斜面 として用い るときは寒天 の混 入濃度 は2%

であ るが,迅 速 法に使 う平板 では1。5%と した。 この

変法IIIキル ヒナー寒天培地(以 下変法III培地 と略)は 前

処理 した喀痰 を接種す る直接法に用い た。

処方お よび作 り方

第一燐酸 カ リウ ム(KH2PO4)1.0g

第二燐酸 ナ トリウム(Na2HPO4・12H2O)0.3g

硫酸 マグネシウム(MgSO4・7H2O)0.06g

クエン酸 ナ トリウム(Sod.citrate.2H2O)0.25g

ア スパ ラギ ン(1-Asparagin)0.5g

グ リセ リン1.5cc

0.1%マ ラカイ ト緑液0.25cc

Bacto-agar(Difco)1.5g

蒸溜 水100.0cc

以上を溶解 し,コ ッホ釜で2時 間滅菌 し,50～60℃

に冷えた ところで馬血清 を10%の 割 に加 え2.5cc宛

4分 画 シャー レ(Felsen Plate4)5)図1参 照)の1区

画 に分注す る。抗結核剤 は無菌 的に蒸溜水 で とか してあ

らか じめ調製 してお き,原 液滅菌後血清 を加 える前 に所

要量 を加 えた。4分 画 シ ャー レの3区 画 には,そ れぞ

れSM(10γ/ccあ るいは2.5γ/cc),PAS(10γ/cc

あ るいは1γ/cc),INH(5γ/ccあ るいは1γ/cc,

10γ/cc)の 濃度 の ものを含 ませ,他 の1区 画 は薬 を含

窪ない対照 とした。

ロ)キ ル ヒナー寒天培地6)

これ は イ)の 変法III培地 の 第一燐酸 カ リウ ムの 量 が

0.4gと 変 るだけであ る。 グ リセ リンが1.5cc,マ ラカ

イ ト緑が混入 きれてい る ことは原法 と異 なる。 この培地

を4分 画 シ ャー レに分注 して イ)と 同様,1区 画 は対

照 とし他の3区 画 にはSM,PAS,INHを 混 入

して菌液 を接種 す る間接 法に使 った。

ハ)1%7)お よび3%小 川培地8)

か たのご とく作 り,1%小 川培地 は キル ヒナー寒 天培

地 によ る迅速 法の間接法,3%小 川培地 は変法 皿培地 に

よ る迅速法 の直接 法にお け るそれぞれ の普通法 の対照培

地 として5cc宛 分注 して斜面 として使用 した。薬剤 は平

沢9)に したがい,あ らか じめ無菌的 に所定量の50倍 量

0)も の を作つてお き0.1cc流 しこみ,SM(10γ/cc

あるいは2.5γ/cc),PAS(10γ/cc茂)る いは1γ/cc),

INH(5γ/ccあ るいは1γ/cc,10γ/cc)を それぞれ

混 入 し,一 晩孵卵 器にねかせ て耐 性検査用 の培地 とし,

劉 に薬剤 の混入 しない培地 を1本 対照 とし合計4本 の

培地 を使用 した。

3.接 種法

イ)直 接法

a)迅 速法(変 法III培地)

塗抹陽性の喀痰 では4%NaOHを 約5～10倍 量加

え,塗 抹陰性の場合は8%NaOHを 喀痰 と等量加 え,

試験管 を振盪 して十分 に均等化 す る。 次 に この 処理液

1ccに 滅菌蒸溜水3ccを 加 え(す な わ ち4倍 に稀



1959年9月
641

釈 され る),そ の0.2cc宛 を4分 画 シャー レの1区,

画に接種す る。 シャー レを手で動か して,平 板全面 に う

るお うよ うに したの ち,そ のま ま水平 にお き孵卵器 に放

置,1～2日 後培地表面が乾 いた らポ リエチ レンの袋 ゆ

1Dに 数枚1組 に して入れ ゴムバ ン ドで入 口を閉 じ,シ

ャー レを逆 さにお き培養 を続 け る。7日 後袋 よ り出 し,

コー ドを鏡 検判定,そ の後 はまた袋 に入れ ゴムバ ン ドで

閉 じ5週 まで培養 を続 け肉眼 的に集落 を 数え た。 孵卵

器中の培 地保存は,シ ャー レを標 本瓶 中に入 れ る方 法 も

試 みたが,ポ リエチ レンの袋 を主 として用 いた。

b)普 通法(3%小 川培地)

迅速 法で用 いた4%NaOH処 理の喀痰の0.1cc宛

を1本 の培地 に接種 し,一 晩孵卵器 に ねかせ 翌 日ゴム

帽 にか え立 てて5週 まで観察 した。

ロ)間 接 法

a)迅 速法(キ ル ヒナー寒天培地)

菌液 は氷冷下磨砕 コル ベンによる手振 り法 によ り,蒸

溜 水で0.1mg/ccの もの を作 り,そ の0.2cc宛 を4

分画 シャー レの1区 画 に接種す る。 その後は 直接法 と

同様 であるが,こ の実験では シャー レは7日 まで その

まま孵卵器 に放置,迅 速判定後 ポ リエチ レンの袋に入れ

5週 まで培養 を続 けた。

b)普 通法(1%小 川培地

迅速法で用いた菌液 を10倍 に稀釈 し,厚 生省 の検査指

図14週 の肉眼的集落 を示す(Gaffky II号 の喀

痰)。 この例では菌 数少ないため 迅速法 では

陰 性であつ九,

図250倍7日 で鏡検 したINH5γ/cc含 有寒天

平板 上の顕微鏡的集落(Gaffky VII号の喀痰)

針12)と お り0.01mgの 菌液 を0.1cc宛 接種 した。接

種後,一 晩孵卵器 にねかせ,翌 日ゴム帽 にか え立 てて5

週 まで培養 を続 けた。

4.判 定法

イ)迅 速法

7日 日に寒天平板 を裏が えしに置 き平板 をとお して弱

拡大(50倍)乾 燥系 で鏡検 し,培 地表面に 発育 して き

た顕微鏡的集落(コ ー ド,図2参 照)を みて 判定 し,

コー ド数の表示は+～+++++と 第1報 に 示 したよ うで あ

るが,10視 野以上みて平均 して,抗 結 核剤の 混 入 した

培地に対照 と同一催 度に発育 した ときは完 全耐性 とし,

1段 階以上の差のあ るときは不完 全耐 性 とした。また抗

結核剤の混 入 した培 地に発育 せず対 照培地 にのみ発育 し

たときは感受性 とした。なお対 照の集落 が全視 野を合計

して10コ 以下の少数の ときは,抗 結核剤 の混 入 され

た培地に もほぼ同数以上の集落 が認 め られ るときは完 全耐

性 としたが,抗 結核 剤の混 入 された培 地の方に陰性の と

きは判定不能 として一応 除去 した。

ロ)普 通法

塞天平板 お よび小川培地 とも 塩～5週 で判 定し,+～

+++++の集落 数の表示は第1報 に示 した とお りであ るが抗

結核 剤の混 入 した培地 に対照 と同一程度 に集落 の発育 を

示 した ときは完全 耐性 とし,1段 階 以上の差 がある とき

は不完 全耐 性 とした。また対照培地 にのみ発育 した とき

は感受 性 とした。

灘 実 験 成 績

A.迅 速法 と小川培地に よる普通洗 との比較

1.直 接法

193例 の喀痰 で,前 述 した方法 で変法III培地 の寒天平

板 と3%小 川培池 に接種 し,寒 天平板7日 日の 耐性

値 と3%小 川培地5週 の耐性値 を 比較 した。 薬剤 の

組合せ はSM10γ,PAS10γ,INH5γ の もの

が143例,SM10γ,PAS10γ,INH10γ の

組合せが22例,SM2.5γ,PAS1γ,INH1γ

の組合せで 検査 した ものが28例 で ある。 総数193例

中,迅 速法で陰性だった もの21例 と,コー ド数少な く

耐性値の判定困難の もの19例,そ の他雑菌混入の もの

を除去 して比較 した。

完全耐雛,不 完全耐性,感 受性に分 けた場合は表1の

よ うに,SM149例 中104例(70%),PAS143例

中114例(80%),INH141例 中107例(76%)

で一致 し,完 全,不 完 全耐性を一つに して 耐 性 と感受

性 に分 けた場合 はSM122例(82%),PAS127例

(89%),INHと117例(83%)に おいて 一致 し た。

次に耐性値 の相 関関係 をみると,表2の よ うにSM

では迅速法の方が普 通法の3%小 川培地 に比べ て低 い

耐性 を示す傾 向がみ られ た。PAS,INHで は 一見
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表1迅 速法と普通法(小 川培地)と の耐性値の一致率

表2迅 速法と普通法の耐性値の相関関係
(直接法)

注:1)普 通法は3%小 川培地5週 の成績である
2)二 重欄中の数字は完全に一致した例数を示す

一定の傾向は ない よ うにみ えるが,完 全,不 完 全耐性を

一つ にす ると迅速法の方がやは り耐性値が低 くで る傾向

が ある。

2.間 接法

表3迅 速法と普通法の耐性値の相関関係

(間接法)

注:1)普 通法は1%小 川培地5週 の成績である
2)二 重欄中の数字は完全に一致した例数を示す

前述 した方法に よ り57例 の菌株 を 用い 迅速法7日

目の耐性値 と普通法の1%小 川培地4～5週 の耐性値

を比較 した。 抗結核剤の 組合せはSM10γ,PAS

10γ,INH5γ で検査 した。成績 は表1の よ うに,
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表4同 一寒天平板の迅速法と普通法の耐性値の一致率

表5同 一寒天平板の迅速法と普通法の耐性値の

相関関係(直 接法)

注:二 重欄中の数字は完 全に一致した例数を示す

完全耐 性,不 完全耐性,感 受性に 分 けるとSM43例

(75%),PAS43例(75%),INH44例(77

%)で 一致 し,完 全,不 完全 耐性 を一 つに し て 耐性 と

感受性 とに分 け るとSM47例(83%),PAS51例

表6同 一寒天平板の迅速法と普通法の耐性値の
相関関係(間 接法)

注:二重 欄中の数字は完全に一致した例数を示す

(90%),INH44例(77%)に お いて一致 した。

次に耐 性値 の相 関関係を み ると表3の よ うに,SM

では迅速 法の方 が耐 性値 が低 くで る傾 向が み られ たがO

PASで は迅速 法が高 く,INHで は迅速法 が低 くで
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るよ うな傾 向を認 めた。

B.同 一寒天平板 の迅速 法の耐 性値 と普通法 の耐性値

の一致 率

同 じ寒 天平板 で迅速法7日 目の 耐性値 と,5週 後普

通法 で肉眼 的集落 を判定 したときの耐性値 を比較 してみ

ると,成 績 は次の よ うで ある。

1.直 接法

表4の よ うに完 全耐性,不 完全耐性,感 受性 と分 け

て一致 率を調べ てみ るとSM84例 中72例(86%),

PAS82例 中70例(85%),INH89例 中70例

(79%)に 一致 し,ま た完全,不 完全耐性 を 一 つ に し

て耐性 と感受性 とに分 けて一致率 を調べてみ ると,SM

84例 中78例(93%),PAS82例 中74例(90%),

INHで は89例 中76例(85%)に おいて 一致 し

た。次に この場合 の迅速 法 と普通法 の耐性値 の相関関係

を調べ てみる と表5の よ うで あ り,SM,PAS,I

NHと も迅速法の方が 普通法に比べて 耐性値が低 くで

る傾向がみ られた。

2.間 接 法

直接 法の場合 と同様 にして57例 で比較 してみ る と,

表4の よ うに完全耐性,不 完全耐性,感 受 性に 分 けた

場合 はSM44例(77%),PAS50例(87%),

INH38例(67%)に おいて一致 し,ま た完 全,不

完全耐性を一つに して耐性 と感受 性に分 けた場合 はSM

47例(83%),PAS53例(93%),INH39例

(68%)に おい て一致 した。

次 に耐性値の相関関係 をみ ると表6の よ うにSM,

PAS,INHと も迅速法の方が低い傾向がみ られ る。

IV総 括お よび考案

この迅速法 は結核菌が抗結核剤 に対 して耐性になって

い るか どうか を1週 間前後で判定 し,的 確な 抗結 核剤

の使用 をしよ うとい うのであ るが,SM,PAS,INH

について この迅速 法 と小川培地 によ る普通法 の耐性値 を

比較 した ところ,抗結核剤 の如何 にかか わ らず また直接

法,間 接法の如何 にかか わ らず,完 全,不 完全耐性お よ

び感受性 と分 けた ときは70～80%,耐 性 と感受性に分

けてみ ると80～90%前 後一致す るのをみた。 また 寒

天平板 を迅速法でみて,さ らに普 通法でみた場合 は,間

接法のINH以 外では さ らに その一致 率がよか った。

したがつて その 目的はほぼ達 しえた とい うことが で き

よ う。 これは従来 の種 々の迅速法13)～20)に 比べて も一

致率 は遜色 を認 めない。

不一致の例をみ ると,ま ず小州培地 によ る普 通法 との

比較では,直 接法た ると間接法たる とを問 わずSMで

は迅速 法が低 くで る傾 向が ある。PAS,INHで は

SMほ どはっ き りした傾 向はないが,直 接法では 感受

性 と耐 性 とだ けに分 けてみ ると迅速法の方が低い傾向を

認 める。 間接法で はPASは 全 く同じで あるが,IN

Hで はやは り迅速法の方が低い。 この 不一致 は,迅 速

法に用いた寒天培地 と普 通法に用いた鶏卵培地 との違 い

や,1週 間で認 め る耐 性結核菌 の顕微鏡 的集落 と4～5

週後 に認 める肉眼 的集落 の発育が必ず し も平行 しない こ

とや,そ の他 の技術的の誤差の総和 と思われ る。次に 同

一平板 を迅速法で判定 しさ らに普通法 で判定 した場合の

不一致は,直 接法で も間接法で もSM,PAS,INH

と もに迅速 法は低 い耐 性値 を示 す傾 向にあ る。 この場合

は培地 によ る差 はないのであ るが,そ の他 は前 者の場合

と同様 に考 えて よいで あろ う。

なお全体 を通 じてみ ると普通法で完全 あるいは不完全

の耐性 と判定 された ものの一部が,迅 速法では感受 性 と

判定 され る ものがあ る。 この ことは前述の理 由で説 明 さ

れ るが,さ らにほ り下げて考 えてみ ると耐 性結核菌 の顕

微鏡 的集落 の発育 が感 性菌 に比べ てお くれ る ことを意味

す るのであろ うが,こ の現象 は本迅速法の一つの欠点 と

思 われ る。 また その反対に迅速法で不完 全耐性 と判定 さ

れた ものの中に,普 通法で感受 性 と判定 され るものがあ

る。 これは前 者に比 べてその数は少ないが,こ の事 実は

一 部見落 しによ るもの もある と患 われ るが
,肉 眼 的集落

にな らないで顕微鏡 的集落だ けで消失す る ものが あるた

めで なか ろ うか。

この迅速法は,前 報 の基礎 実験で述べた よ うに,菌 数

の少ない ときは検出で きないので直接 法では塗抹陽 性の

ものか,あ るいは塗抹陰 性であって も培養 で集落が 多 く

迅速法 で検 出で きる と推定 され る ものに限定 した方が よ

いが,普 通法 に切 りか える ことがで きるか ら,こ の点か

らい えば無選択に実施す ることがで きる。

なお一応7日 で判定 したが,集 落 の発育 の よい もの

は4日 で もよいであ ろうし,発 育 のお くれ るものは10

日で判定 して もよい。 この方法 は さらにPyrazinamide

およびKanamycinに ついて実験 したが,Pyrazinami

deは 予想通 り不成功に終っ たが,Kanamycinに お いて

は この方法が使用で きることを認めた。なお,そ の他の

抗結核 剤について もこの迅速 法は使用で きそうに思 われ

る。 このよ うに してみ ると,こ の迅速法 は多少 の欠 点を

含 んでい るが この欠 点は将来 さらに改良す る こととして

従来 の方法 に比べ て普通法 との一致率 におい ては遜色が

ない。手技の点で も塗抹,染 色の よ うな面倒 さを省 けるし

雑菌の侵入 も少ない。 また迅速法で不成功 であった とし

て も普 通法に切 りかえ ることがで きる(図1参 照)。 し

たがつて従来 の方 法に比べ て さらに一歩 を進 め たもの と

いい うるだ ろ う。なお この方法 と他 の迅速法 との比較 を

実施 したが その成績 は次報で発表す る積 りで ある。

V結 論

1)1枚 のFelsenの4分 画 シャー レに変法IIIキル ヒ
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ナー寒天培 地を2.5cc宛 分注 し,1区 画 は薬 を含 まな

い対照,他 の3区 画はSM10γ/cc,PAS10γ/cc,

INH 5γ/ccを 含 ませ,前 処理 した喀痰 を接種,培 地

表 面のほぼ乾 いた1～2日 後に,ポ リエエチレンの袋 に逆

きに入れ培 養を続 け,7日 後袋 よ りと り出し平板 の裏か

ら50倍 の弱拡大 で 培地表面 に 発育 した 顕微鏡 的 集落

(コー ド)を みて迅速 に耐性が判定 で きる。迅速判定後

もまた袋 に戻 し培養 を継続 すれば4～5週 後普通法 で も

判定 で きる。菌液 の場合 は キル ヒナー寒天培地 を用 い同

様 に迅速判定 で きる。

2)直 接 法および間接 法で,こ の寒天平板 による迅速

法 と小川培地 に よ る普通法 との 耐性値 を 比較 してみ る

と,完 全耐 性,不 完全耐性,感 受性 に 分 けた ときはS

M,PAS,INHと も70～80%に 一致 した。 また

完全,不 完 全耐 性を一つに して,耐 性 と感受性 に分 ける

と80～90%に おいて一致 した。

3)同 一寒天平板の迅速法の耐性値 と普通 法の耐性値

を比 較す ると,直 接 法および間接 法で,完 全耐性,不 完

全耐性,感 受性に分 けた ときは約80%,完全,不 完全

耐性 を一つに して耐性 と感受 性に分 け ると約85～90%

において一致 した。 なお間接法INHの 場合はやや低

く70%の 一致 率であった。

終 りに臨み,御 指導,御 校閲を賜 わつた慶大 石田二郎

教授 お よび終始 御指導,御 教示 を賜 わつた小 川辰次部長

に深 甚の謝意 を表 します。

なお本論文 の要 旨の一部は昭和34年4月,第34回

日本結 核 病 学 会総 会 に お い て 発表 し た。
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