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ス トレプ トマ イシ ン,パ ラア ミノサ リチ ル酸,イ ソ ニ コチ ン酸

ヒ ドラ ジ ドに対 す る耐 性 結 核 菌 の検 査方 法 に つ いて の 知 的 補 遺

第3報　 喀痰 および切除肺結核病巣 よ り分離 した結核菌 を用いて

接種菌量を種 々にして実験 したこ耐性検査の成績

島 田 英 彦

北里研究所付属病院(指導 小川辰次)

受付 昭和35年6月27日

I　 緒 論

第1報1)で はス トレプ トマ不シン(以 下SMと 略

す),パ ラァ ミノサ リチル酸(以 下PASと 略す),不

ソニコチン酸 ヒドラジド(以 下INHと 略 す)に 対

して感性菌である保存人型結核菌のH37Rv株 および黒

野株を用い,第2報2)で は 感性菌のH37Rv株に,

H37Rv株 か ら分離 したSM,PAS,INHの 耐 性

菌を混入して,と もに種々の菌量を接種 して耐性の検査

をした。

これ らの保存結核菌による成績か らは,耐 性結核菌を

なるべ く見落とさないようにす るのには,で きるだけ多

くの接種菌量を用い る必要のあること,ま た接種菌量を

多くしても耐性検査のうえでは従来考え られていたほど

障害にな らないことが分かつた。また対照に発育 した少

数集落の耐性の再検査についても意味あるものであるこ

とが推定 されたこ。それで本報告では,さ らに喀痰および

切除肺結核病巣より分離 した結核菌を用いて実験し,こ

れ らの事実がはたして可検材料について も,あ てはまる

ものであるか どうかを検討したので御批判を仰 ぎたい。

II　検 査 方 法

A.　喀痰 を材料とした耐性検査

(1)　喀痰:塗 抹陽性の喀痰39例,塗 抹陰性の喀痰8

例である。これ らは長期間種々の化学療法剤を使用した,

あ るいは使用しつつある入院中の肺結核症患者か ら採取

された もので あって,SM,PAS,1NHに 対 して

耐性を示す結核菌が含まれてい ると推定されたものであ

る。採取の前日は型のように化学療法剤の投与を中止し

たこ。

(2)　培地:3%小 川培地を台 として,培 地100に

ついて次のように薬剤を混入した1組 の耐性検査培地を

用いた。

SM… …100γ,10γ,1γ,0γ

PAS…100γ,10γ,1γ,0.1γ,0γ

INH…100γ,10γ,17,0.17,0γ

これ らの培地は,製 造後2～3日 のうちに使用した。

(3)培 養 の方法:塗 抹陽性の喀痰のうちの10例 は,

まず4%NaOHで 約10倍 に稀釈 して4列 を,さ ら

に4%NaOHで10倍 宛 に稀釈して102倍,102倍,

104倍,105倍,106倍 にし,1列 宛 を,残 りの塗抹陽

性の29例 および塗抹陰性の8例 は101～103な いし

104倍 まで稀釈 してその1列 宛を耐性検査培地に0.1

cc宛 接種し,37℃ の孵卵器に培養した。

(4)　判定:毎 週観察して5週 まで 継続した。 そして

結核菌の発育した最高の濃度をもって耐性値とした。

B.　喀痰の耐性検査において,発 育した少数集落(対

照および抗結核剤の混入培地)お よび切除肺結核病巣よ

り分離 した結核菌の耐性検査

(1)　可検材料:

(イ)　肺結核症患者の喀痰 より分離 した結核菌;

10倍,102倍 稀 釈の 喀痰 を3%小 川培地に 接種し

たときにSM,PAS,INH等 の混入された培地に

発育した少数集落,す なわち1～31コ までの もの24

株,お よび105倍,106借 稀釈のような 高度の 稀釈の

ものを接種 したときに対照に発育 した少数集落すなわち

1～54コ の もの7株,こ のほか1803の1株 合計8

株 であって,と もに5週 閥の観察中に発育 したもので

ある。

(ロ)　切除肺結核病巣より分離 した結核菌;

肺病巣を前処理しないで1%小 川培地に接腫し2カ

月の培養中に発育した菌株合計32株 であって,集 落の

無数の ものが15株,26コ 以 上の ものが3株,25コ

以下の ものが12株 であつた。

(2)　培地:1%小 川培地を台とした 耐性検査培地で

あって,抗 結核剤の混入濃度はAの 場合と同様である。

(3)培 養 の方法:分 離した菌は2代 培養をしないで,

発育 した集落の全部をか きとり,型 のように菌液を作つ

て10-1mg,10-2mg,10-3mgを0.106に 含 ませて

前述の耐性検査培地に接種 し,37℃ の孵卵器に培養
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表1　 喀痰でSM,PAS,INHの 耐性検査をした例 その1(花 見 ガフキー6号)

注:1)表 中 に示 された記載 は発育 した集 落数 を示 す。+++++～+は 無数 で+の 数 の多 い ほど集落数の多い ことを示す
。数 字は集落数 の実際の数

を示す。 一は集落 を認 めな いことを示す。

2)○ を印 したのは耐 性の再検査 をした菌株を示 す。

表2　 喀痰でSM,PAS,INHの 耐性検査をした例 その2(小 池 ガフキー4号)

注:表1に 同じ。

した 。

(4)　判 定:4週 で 判 定 し た 。 その 他 はAの 場 合 と全

く同様 で あ る。

III　成 績

(1)　代表の2例 の検査成績:

10例 の喀疾の検査成績のうちの2例 を抽 き出してこ

こに説明する。

表1は ガフキー6号 の喀痰の成績であるが,SMは

対照と抗結核剤の混入のすべての培地において,集 落の
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数 え られる105,106倍 稀釈 接種で判定す ると,107

不完 全耐性であるが,101～103倍 までの無数の集落の

場合は1007不 完 全耐性 である。PASで は 有数 の

105倍 稀 釈では100γ 不完全耐性,106倍 稀釈では10

γ不完全耐性 であるが,無 数の101～104倍 稀釈では

100γ 不完全耐性である。次にINHで は有数の105

倍,106倍 稀釈では10γ 不完全耐性であるが,無 数の

101倍 稀釈では100γ 不完全 耐性,あ るいは10γ 完

全耐性(不 確定)で あるが,同 じ無数の集落で も接種菌

量の少ない102,102,104倍 稀釈では10γ 不完全耐

性である。

表2は ガフキー6号 の喀痰の耐性検査の成績である

が,ま ずSMで は集落の数えることので きるうちで も

つ とも多い105倍 稀釈で判定す ると100γ 完全耐性で

あるが,106倍 稀釈では1γ 不完全耐性 である。次に

無数の集落を認める101～104倍 稀釈ではいずれも100

γ完全耐性(不 確定)で ある。PASで は有数の105

倍稀釈では1γ 不完全 耐 性,106倍 稀 釈 では0.1γ

完全耐性,無 数の101倍 稀釈 では10γ 不完全耐性,

1γ 完全耐性(不 確定)あ るいは1γ 不完全耐性 であ

り,102倍 稀釈では10γ 不完全耐性,109,104倍 稀

釈では1γ 不完全耐性である。INHで は有数の105,

106倍 稀釈では それぞれ0.1γ 不完全耐性 および0.1

γ完 全耐性であるが,無 数の101借 稀釈では100γ 不

完全 あるいは10γ 不完全耐性,102お よび104倍 稀

釈では1γ 不完全耐性,103倍 稀釈では0.1γ 不完全

耐性である。

以上2例 でみるように接種菌量が減少す るにつれて,

耐 性値は次第に低 くなる。

次に耐性菌の検出され る割合であるが,対 照および抗

結核剤混入の最高の培地に発育 した集落が,接 種菌量が

多 くて無数の集落を示す場合に,不 完全耐性の姿をとつ

ているものは,こ れを稀釈 して接種 し数えることのでき

るところでみると,や は り不完全耐性 である(表1,

SM10γ,INH10γ;表2,PAS1γ)。

また集落が無数で完全耐性である場合,す なわち完全

耐性(不 確定)の ものでは,前 同様にして計算 してみる

と完全耐性であるもの もあるが(表2,SM100γ)不

完全耐性のこともある(表1,INH101借 稀釈の(2)

(3))°なお対照に発育 した集落が10コ というように少な

いところでは,計 算できた耐性菌の割合は,有 数の比較

的集落の多い場合に比 して耐性菌の混入の割合がまちま

ちに現われる(表1,106倍 稀釈接種;表2,106倍 稀

釈接種)。

以上は2例 を示した ものであるが,残 りの8例 にお

いても同様の傾向を示している。

(2)　接種菌量と耐性値との統計的観察:

SM,PASで は10γ 以上,INHで は1γ 以

表3　 喀痰を材料としたときの集落数
と耐性値の出現との関係

表4　 切除肺結核病巣より分離した結核菌を用いて

耐性検査をしたときの対照に発育した集落数

注:1)表 中 芝)数'は 株数 を示す。

2)()は10-1mgと10-3mgの 同時接 種,

()の ない もの は10-1mg,10-2mg,10-3mgの

同時接種 の ときを示す。

上の濃度 に発育した耐性菌の出現率を接種菌量別に分け

て比較 した。

(イ)喀 痰(直 接法);
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10～106倍 に稀 釈 して 接種した 塗抹陽性の10例,

10～103倍 ま で稀釈して 接種:した塗抹陰性の29例 お

よび塗抹陰性の8例,合 計47例 の 耐性検査を実施 し

た ものの うちSMの 検査39例,PASの 検査13

例,INHの 検査36例 について,対 照に発育した集

:落を無数のものG冊 ・)十),200・一一26コ の もの,25・ ・)1

コの ものの3段 階に分けて耐性出現率をみた。有数の

ものを25コ を境にして区別したのは,昭 和31年 の検

査指針の再検査の基準が25コ 以下であったか らである。

成績は表3の ようで あって,SM,PAS,INH

ともに集落の少なくなるとともに耐性菌の出現率は次第

に減少 してくる。

◎ 切除肺結核病巣より分離 した結核菌(間 接法);

10-7～10一 鞠%8ま で 接種 した24株 と10-b勿9,

10-3螂9の みを接種 した8株 についての成績を集めて

みた。

まず耐性検査培地の対照に発育 した集落数を④ と同様

に無数,有 数(26コ 以上と25コ 以下)に 分けて3週,

4週,5週 の培養期間中に発育 した集落数を対比 してみ

ると,表4の ようである。まず14一'・)10-3mgを 接

種 したものか らみてゆくと当然のことなが ら,接 種菌量

の増す とともに,ま た培養期間のふえるとともに集落数

が多 くなるが,こ こで注目すべ きことは10講 甥g接 種

表5切 除肺結核病巣よ り分離 した結核菌を

円いたときの瞭性菌の出現株数

禦 嘉謙1晦i`・ 卿 ・惣
i3週 …7(4)162(3)

　 　

SM4週 ・10(4)183(3)

5週
,11(6)18i5(5)

3週J(J)i1'o(2)

BAS4週 …4(4)}44(3)

5週:5(5)i55(3)

i3週19(4)'9'9(1)

INH4週}12(5)11・9(3)

5週}/2(5) 1111・(4・

注:表4に 同じ。

では発育しなかったものが多いことであって,3週 で8

株(33.3%),4週 で4株,5週 で3株 が 発育してい

ない。10-1粥9と10一 甥9を 接i種した8株 について

も同様の傾向がみ られた。これは切除材聡は り分離され

た結核菌は一般の ものに比して発育が悪いためか もしれ

ない。なお分離 したときの集落数と耐性検査時の集落数

との間には相関関係は認めない。

次に前同様にしてSM,PAS,INHの 耐性結核

表6対 照培地に発育した少数集落の酸性の再検査

1ド ＼＼ 抗結核剤

患 者 名i菌 再検 ＼＼.

および際 赫 齢 ＼.
SM PAS

初回1

}

INH

暮フ∵ 重i瀬 集落螺
再 検 査

10ヨ110-2110-3

辮9'勉9img

再 検 査 初回1再 検 査

検査 ほ0弓
mg
10-2

mg

10-3・ 検 査}10一 工i10-2ほ0-3

勉911塑
,ξ;.mg;mg

一 ⑥ ・・5倍
　

8号1②'106倍
　 　　 　 　 　 　 　

■熈 ◎ ・皓
…

30:コ100γ100γ

11
コ100γ10り γ

ヒ ー一一一一一二__一_一 一_一_一

、2・ コ圃i1・ ・γ:
:1

100y100yi

lcOY10ay}

ll10
y;100yl100γ

ii
loγ}10γ1 10γ

1100
yO.1^r、O.1γ0.1γ

:10γi

l
i

○.1γ

iiを
100γi100yl

}}

一,④ ・σ賠i・8・ コ

6号:⑤106倍i10コ
コ 　 　 　 　 　 　 　　ヨ　 　 　 　

■慰 ⑥峠i54コ

1Cγ 、1Cγ

10γ10

ユ00γ 、100γ

100!

1。 γ1y

10y10γ}

1。 γi1。 。γ11。 。γ}1。 。γ1^1

i

10γ100γ

100γ1100ヅ

iユoo
γl
L

O.1γ;1Cγ ユ0γ

1

ミ

1Cy10γ}

一1

110
γiO.1γ1

一」 一i
!
llL

10yIG7

10γ10γ

○,1y:0.1Y

■罵 ⑦

一1 ⑧
5号

一 、
6号1

・曙i・ コ1・ ・γiユ ・・γ11・i^fid.1yi・

ミ 　 く

、賠5ヨ 「1rllc。∴6∴5「m
_一一_1_..しi国

、iil

⑨ …106側2コ`1∵Oylooγ100yiO.1
i

1・γ阿 ∴臼 ⊥

}

1Cγ

10/

10Y;10γ

■1⑩i、 。5副3コ!
6号!

旨

10y

○.1w

1Jγ0 ・1y;0・1yO.1Y

一…一1

10γi1γ

0.1γ

■卿 ⑪雌3コ 鋤 鋤 面 恥 ・
1 國

o.17110Y1γ

き

α1γ 、 α1γ,1γiα1γ}0.1γ

}'
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菌 の出研率を接種菌量と観察期間との相関において検討

してみると,表5の ようになる。検査指針により10-3

mg接 種,3週 判定で出現率をとってみよう｡ま ず10-1

～10-3mg接 種の24株 にっいてみるとSMで もP

ASで もINHで も,接 種菌量 の多い10-1mg,

10-2mg接 種 に比 して,ま た観察期閥の長い4週,5

週 に比して,か なり見落しが多いことに気が付 く。10-1

mg,10-3mg接 種 の8株 もほぼ同じ傾向を示してい

る。

(3)　喀痰の直接耐性検査において,対 照および抗結核

剤の混入してある培地に発育 した少数集落の耐性の再検

査:

(イ)対 照に発育 した少数集落の結核菌;

11株 にっいて検査 した。表6で みるように塗抹陽性

の喀痰を104～106倍 に稀釈して接種した ものであっ

て,集 落数はもつ とも多いので180コ,も つとも少な

いので1コ であって,11株 中の6株 は10コ 以下で

ある。

10-1mg,10-2mg,10-3mgを 接種したが,対 照

に発育した集落数をみると,10-1mg,10-2mgで は

全部無数であつたが,10-3mgで は8株 が無数,26コ

以上が2株,25コ 以下が1株 で あつた。 検査指針に

より10-3mg接 種 で 判定し初回検査 と比較 してみよ

う。まずSMに っいての11株 の成績をみると7株 は

一致しているが,(8)(9)の2株 は耐性値が高 く,(4)(10)の2

株 は低 くなっている。 次にPASの8株 では初回検

査に比して高 く出たのは(1)(4)(6)(9)の4株であって,他 の

4株 は差がない。またINHの6株 では(4)の1株 だ

けが高いが,そ の他は差がない。

以上を総括するとPASで は再検査において耐性の

上昇を認めたものが多いし,SM,INHで は少ない。

(ロ)抗 結核剤の混入 した培地に発育 した少数集落の

結核菌;

表7の ようにSMで は100γ の もの4株,PAS

で は1～100γ の もの12株,INHで は1～100γ

の もの9株,合 計25株 を検査した。 発育 した集落は

1～31コ で あって,耐 性の再検査で対照に発育した集落

数は104mg接 種では全部無数で あったが,10-2mg

接種では20株 が無数で,26コ 以 上が2株,25コ 以

下は2株 であったし,10-3mg接 種では10株 が無数

で,8株 が26コ 以上,6株 が25コ 以下であつた。こ

の集落数は,(イ)の対照に発育 した菌株に比 してがいして

少ない。前同様に10-3mg接 種で判定すると,発 育 し

た濃度より高い 耐性を示した ものはPAS10γ の濃

度に発育 した2株 と1γ に発育 した1株 との3株 で

ある。低い耐性を示した ものはPAS100γ の1株,

PAS10γ の1株,INH100γ の3株,INH

1γ の1株 合計6株 である。そして残 りの16株 すな

表7　 抗結核剤の混入した培地に発育した

少数集落の耐性の再検査

注:1)表 中の数掌は株数 を示す。

2)集 落数,発 育 までの期間は最少～最多,最 短 ～最長 を示 す。

わち75%は 一致している。この場合10-1mgで 判定

すると,そ の全部が発育 した濃度かそれ以上の濃度に鰍

性を示してい る。

なお(イ)(ロ)ともに接種菌量の減るにつれて耐性値は低 く

なってい る。

IV　 総括および考察

わが国の検査指針5)で は,直 接法で も間接法で も集
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落が無数の 場合ほ完全耐性であつて も一応不確 定 とし

て,再 検査し数えろ7二との できうところで確定してい

る。また間接法では10-3mg,10-1mｇ を 接種してな

るべ く有数にして判定している。

東村4)～7)も カナマイシソをはじめとして,そ の他の

抗結核剤の耐性検査には対照に 発育すろ集落の数が20

～150コ と くに50コ に近いように接種することを提唱し

ている。この提案は検査指針の考えとほぼ同様である。

ところで私の今度の喀痰,切 除肺病巣より分離 した結

核菌を用いた実験および再検査の実験においては,集 落

の有数は無数に比して,ま た有数で も25コ以下では,26

コ以上の場合に比して耐性菌を見落とすことを示してい

る。この事実は保存人型結核菌を用いた第2報 の 成績

とほぼ同様である。したがって,耐 性結核菌を見落 とさ

ないようにするのには接種菌量を多 くすべきである。

接種菌量 を多 くすれば種々の弊害があると称 されてい

る。その1つ は耐性菌の割合がはっきりしないことであ

り,他 の1っ は 見せかけの 耐性が あるということで あ

る。しかしこれ らのことは耐匪検査や臨床的な処理のう

えにはあまり障害にな らないであろうことは前報でも述

べたが,今 回の実験においてこれを再確認した。

なお,対 照に多数の集落を認めたときに抗結核剤の混

入した培地に1～2コ の少数の集落を認めることがある

が,こ の場合は化学療法を実施して いることで あるか

ら,自 然耐性菌とい うことよりも,化 学療法剤によって

獲得された少量耐性菌を考えねばな らない。化学療法剤

の使用の継続した患者においては,当 初1～2コ の耐性

菌であつた ものが,数 ヵ月後の検査では無数の耐性菌 と

なっていることが多い。すなわちこれ らの例は耐性結核

菌の多くなる前駆とみなされるべ きであろう。

次に対照に発育 した少数集落の再検査であるがG。P.

 Youmans8)ら は5コ 以下,ア メリカのTrudeau So-

ciety9)で は10コ 以下,J. Marks10)は100コ 以 下

のときは再検査をす ることを提案している。われわれの

実験では25コ 以下の少数集落であっても,耐 性を示 し

ている場合は,そ れよりも10倍 あるいは100倍 量 の

菌を接種 した場合で も,や は り耐性を示 している。ただ

このように数が少ないと150コ 前後の数に比べ ると耐

性菌の割合は区々となるか ら不完全,完 全を区別しない

で,大 まかに耐性とだけ記しておけばよかろう。次に耐

性を示 していないときはどうか?わ れわれの実験では真

に耐性菌でないこともあつたし而寺性菌を検出したことも

ある。後者の場合は対照の中に耐性菌が混ぎっておって,

再 検査によって対照の中で発育した菌が抗結核剤の混人

している培地に発育した ものであろう。このようなこと

はいずれの抗結核剤に も認めたが,PASに おいて も

つ とも多い。このことは前報において も認めたところで

ある。したがって耐性を示していない ものにっいては少

ない耐性菌な拾い 上げる意味でぜひ再検査を実施すろこ

とが望ましい。

以上を総括すると,私 は喀痰の直接法による検査にお

いて も,喀 痰や切除肺結核病巣より分離 した結核菌の間

接法による検査において も保存入型結核菌で実験した成

績とほぼ同様の傾向を認めたことになる。

V　 結 論

喀痰および切除肺結核病巣より分離 した結核菌を材料

として種々の菌量を接種して,SM,PAS,INHの

耐性を検査す うとともに,大 量の菌の接種の場合に抗結

核剤の高濃度に混入した耐性検査培地に発育した少数集

落,お よび少量の菌の接種の場合に対照に発育した少数

集落の鰍性の再検査を実施 し,次 のような成績を得た。

1) 47例 の喀痰,24株 の切除肺病巣より分離した結

核菌,な らびに再検査の36株 の実験によると,接 種菌

量の少なくなるとともに耐性結核菌の検出の率が次第に

減少 した。

2)　 高濃度の抗結核剤の混入された培地に発育 した少

数隻落は,大 部分はその濃度あるいはそれよりも10倍

の濃度に耐性を示した。

3)　 対照の集落が少ない もので耐性を示してい るもの

は,多 量の接種において も耐性を示していた。また耐性

を示していない ものを再検査してみ ると耐性を示す菌株

がみ られた。それはSM,PAS,INHと もに認め

たが,と くにPASに おいて著明であった。

以上の成績か ら耐性結核菌を見逃がさないようにする

のには,接 種菌量を多くす ること,ま た対照に発育した

少数集落を再検査す ることが望ましい。

慶応義塾大学医学部石田一郎教授,北 里研究所付属病

院小川辰次部長の御校閲,御 指導ならびに斎藤直蔵 博士

の御助力に対して感謝いたします。
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