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血液寒天培地の組成検討ならびに同培地による薬剤耐性検査について

第2報 血液寒天培地による耐性検査 と くにDHSMに 対する

結 陵菌の試験管 内感受性 に影響を及ぼす諸因子 の検討
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緒 言

Tarshisが その血液寒天 培地について 発表 した文

献1)～10)の 中で,結 核菌の薬剤感受性試験に関す る報

告は3つ ある7)～9)。 その うちストレプ トマイシン(以

下SM)に ついては,Herroldの 鶏 卵寒天培地 と血液

寒天培地 とは密接に一致した感受性成績を もた らした

が,Youmans液 体培地の成績 との間にくい違いが み ら

れたと報告し7),イ ソニコチン酸 ヒドラジド(以 下IN

H)に ついては,ATS培 地およびHerrold培 地 と比較

して,こ れ ら3培 地の組成の相違が大きいに もかかわ ら

ず,そ の耐性成績は本質的に 同一で あったと述べてい

る9)。宇野11)は 酸 性にした15%血 液寒天培地(0.3

%にKH2PO4を 含む)を 用いて,結 核菌の薬剤耐性

検査を実施し,小 川培地 と比較して,ま ず ジヒドロス ト

レプ トマイシン(以 下DHSM)で は,そ の2倍 量を

凝固滅菌の前に混入した小川培地との間に耐性成績の著

しい差を認めなかったが,パ ラァ ミノサ リチル酸(以 下

PAS)で は小川培地よ りも低 く,INHで は高く耐性

成績が現われたと報告した。

さて結核菌の抗結核剤に対す る試験管内感受性成績に

影響を及ぼすと考えられ る諸因子の うちで,培 地に関係

のない条件,す なわち接種菌量,培 養菌の年令 および

Growth-Phase,判 定時期などについては 詳しく検討さ

れ12)～15),結核菌検査指針改正案16)に も規定 されてい

るので統一しうるが,0方SM,PAS,INHの う

ちで とくに培地内SMに ついては,用 い る培地の違い

によつて,供 試菌のSMに 対す る感受性にくい違いが

み られるという事実が古 くか ら指摘されてお り12)～15),

17)～20),小川(辰)は 結核菌に関するこの方面の知見を

整理 して,各 種結核菌用培地内SMの 抗菌力(阻 止力)

の現れ方(強 弱)を 比較 してい る21)。 しかし血液寒天

培地(KH2PO4を 含 まぬ もの)に ついては,こ の 点に

ついて比較検討されていないので,ま ずRoutineの 条

件で結核菌の 血液 寒天培地内DHSM,PASお よび

INHに 対す る感受性成績を,小 川培地の それと比較

して,く い違いの有無について検討した。 さらにDHS

Mに つ いては,感 受性菌を用いて実験をすすめ,両 培

地 の阻止力およびそのくい違いの程度を検討した。

次に培地によるSM耐 性成績の くい違いの原因につ

いても,種 々検討 されて いるが,ま ずFisher17)18)

(1948)は,Tween-80が 単独で結核菌に対す るSM

の静菌作用を少なくとも1,000倍 は 増加させた こと,

お よびグリセリンにも程度は弱いが同じような作用があ

ることを発見した。これとは逆に,培 地内SMの 抗菌

力を低下させる成分として培地内燐酸塩があげ られてい

る。Donovickら22)(1948)は 肺炎杯菌を用いた 実験

で,培 地内燐酸塩の濃度が増加す るにつれて,SMの 最

小発育阻止量が増加したと報告 し,ま たHurwitzら23)

(1958)も 大腸菌について同様の現象を認めている。し

か しこれ ら2つ の実験は結核菌以外の成績であるか ら,

結核菌に対するDHSMの 抗菌力に及ぼす培地内燐酸塩

の影響について検討した。なお,燐 酸塩以外の塩類 も作

用機序は異なるが,そ の濃度に応 じて培地内SM活 性

を低下させ12),ま た ネオベプ トン,メ チオニン,チ ロ

ジン,塩 酸チスチンなども培地内SMの 作用を抑制 し

たとい う報告がある13)。一 方Tarshisは ,血 液寒天培

地に加える血液量を1,5,15,25%と い う ように変

えて も,結 核菌はSMに 対して同一感受性を示したの

で,培 地内SMの 静菌作用は培地内血液量に影響され

ないと報告 している7)。

また結核菌検査指針改正案によれば,鶏 卵培地に加え

るべ きDHSMの 量 は,加 熱凝固によって約 に力価が

減少するか ら,前 もって所定量の2借 量を加えるように

指示されているけれども,猪 野24)は 培地内DHSMが

培 地調製に要するような温度条件あるいは蛋白との共存

においては,生 物学的測定で も化学的測定で も力価の減

弱を きたさ なかっ たと報告 して いる。 そこで培地内

DHSMに 対する加熱の影響および 培地基質(寒 天およ

び鶏卵)へ の吸着について検討した。

なお培地内DHSMの 結核菌発育阻止力に及ぼす培地

pHの 影響については,い ずれも培地pHが アルカリ性

になるに従い阻止力が増強し,酸 性では反対に減弱す る

という成績で,諸 先進の意見25)～28)が 一致してい るの
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で,検 討を省略した。

実験方法ならびに実験結果

〔第1実 験〕 血液寒天培地な らびに小川培地によるル

チーンの耐性検査成績比較

1.実 験方法

1)供 試菌株:肺 結核症患者の喀痰 より分離 してか ら

4～12週 を経た7菌 株で,こ れ らはいずれ も3%小

川培地による耐性測定の結果,SMは10～1,000γ,

PASは10～100γ,さ らにINHに も1例 の感受

性株を除いてすべて10か ら100γ の 耐性値を示して

いた 。

2)使 用喀痰:実 験 日をさかのぼる6ヵ 月間,毎 月1

度 の塗抹蛍光法検査でほとんど常に陽性の重症肺結核患

者7名 の喀痰を使用した。これ らの患者は前か らSM,

PAS,INHな どの投与をうけていて,そ の2な い

し3剤 に高度耐性を証明されていた。なお喀痰採取の前

1日 は抗結核剤の投与を中止し,翌 日の早朝喀痰を使用

した。

3)使 用培地:血 液寒天培地は,第1報 で報告した組

成の ものを使った。すなわち,Tarshisの 原法培地を,

血液濃度は15%に 減 らし,グ ルタ ミン酸 ソーダ0.5

%を 加 え,寒 天濃度はBacto-Agar(Difco)を1.5%

にな るように混入した。1%小 川培地は型のごとく作

つた。

DHSMは 培地1CCに ついて,そ れぞれ5,10,50,

100γ になるように加えたが,1%小 川 培地では 上記

所定量の2倍 量を凝固滅菌す る前に混入した。PASは

そのナ トリウム塩を,培 地1ccに ついて,終 末濃度が

それぞれ1,10,100γ になるように,INHは 同様

に0.1,1,10γ になるように加えた。

4)培 養の方法:菌 株を用いた間接法では菌塊1白 金

耳をとり,厚 肉大試験管中でよく振って中のガラス玉で

磨砕し,滅 菌蒸留水を加えて,所 定の濁度(1mg/ccに

相 当)に あうように希釈し,こ れを さらに100倍 希釈

してその0.1ccを 接種した。 接種菌量はおよそ10-3

mg。

喀痰を用いた直接法では,ほ ぼ3ccの 喀痰をとり4

%NaOH水 約12ccを 加 え,20分 間均等化後,0.2%

B・T・B1滴 をたらし,こ れをN/1HClで 中和し,そ

の0.1ccを 接種した。この喀痰のガフキー号数はそれ

ぞれ0,0,3,3,6,7,7で あった。接種したものは,

1晩 室温で斜面台にねかせ,翌 日ゴムのキャップに変え

37℃ に培養した。

5)判 定:2週 か ら8週 まで毎週観察 して対照の発育

が十分になつた時期に判定した。すなわち本実験では,

接種菌量の関係で,直 接法は3週,間 接法は5週 に判

定時期を一定した。そしてこのときの一系列の最低発育

阻止濃度(以 下M・I・C)お よび対照 と同程度の発育を

許容した最高の薬剤含有量(完 全耐性)の 両方を比較し

た。

2.実 験結果

1)M・I・Cに よる比較(表1)

表1血 液 ・小川両培地内DHSM,PASお よ

びINHに 対する結核菌のM・I・C比 較

注:*よぃ ずれも1段階高い濃度に1コロニーの遅発集落を示し
れにすぎないので,M・I・C一致例に加えた。

2つ の培地の耐性成績をM・I・Cで 比較す る場合,両

培地とも,一 系列の薬剤混入段階の最高濃度まで菌が発

育した場合や,最 低濃度にも発育 しなかったときには,

そのM・I・Cは 外見上一致す るようにみえても,実 際は

さらに薬剤の混入濃度を上げるかあるいは下げれば,比

較す る両培地のM・I・Cに くい違いが現われて くる可能

性が十分考 えられる。そこでこうい う例は,M・I・C比

較に耐えられない例として除外した。

まずDHSMの 場合,表1に み るように,比 較に 耐

えられ る7例 中両培地のM・I・Cが 一致したのは1例

だけで,し かも残 りの6例 中5例 はすべて小川培地の
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M・I・Cが 高 く,こ れ らは培養期間を延長(8週 まで)

しても0致 を示さなかったのに対 し,血 液寒天培地 の

M・I・Cが 高かった1例 は,判 定時期を1週 遅 らせる

と一致がみ られた。

PASの 場合,比 較し うるものは11例 あ り,そ の

うち8例 ではM・I・Cが 一致 していた。不一致の3例

も,培 養を続けるといずれ もM・I・Cが 一致 した。

INHで は比較に適す る6例 中4例 がM・I・Cの

一致を示した。

本実験では,供 試菌株,使 用喀痰 ともに高度耐性例が

多く,比 較に耐えうるものが少なくなったので,断 定は

さけなければ ならないが,大 体の傾向として両培地の

M・I・C一 致率はPASが 一番高 く73%,つ い で

INHが67%を 示 したのに対し,DHSMで は とく

にくい違いが多 く,し か もその大部分は小川培地のほう

でDHSMの 抗菌力低下を示していた。

2)完 全耐性か らみた血液寒天培地 と1%小 川培地

との耐性成績比較(図1)

図1血 液 ・小川両培地内DHSM,PASお よ

びINHに 対す る結核菌の完全耐性比較

耐性成績を異なる培地の間で比較する場合,M・I・C

だ けで比較したのでは不備のそしりをまぬが れ な い の

で,耐 性菌の量的関係を考慮にいれて完全耐性の観点か

ら,血 液 ・小川両培地を比較した。

図1に 示すように,DHSM耐 性 では8例 中3例 が

一致 し,残 る5例 中4例 の耐性菌は,小 川培地上で血液

培地よりも十分に発育した。PAS耐 性では8例 中4

例が一致した発育を示し,残 りの4例 は血液培地上で耐

性菌の発育がよかった。INH耐 性で,い ずれかの濃

度に完全耐性を示した10例 の うち,6例 は両培地の完

全耐性度が一致 し,他 の4例 ではいずれ も小川培地の完

全耐性が高 く出た。

〔第2実 験〕 結核菌のDHSMに 対 する試験管内感受

性に影響を及ぼす諸因子の検討

第1実 験の結果,PASやTNHに 比べて とくに

DHSMに 対す る感受性成績が,用 い る培地の違いに よ

って くい違いを示したので,ま ず培地内DHSMの 活性

が培地作製時の加熱や,培 地の基質寒天への吸着によつ

て影響 されるかどうか検討 してみた。

A.培 地内DHSMの 活 性に及ぼす加熱な らびに基質

寒天への吸着の影響に関する実験

1.実験方法

1)供 試菌株:非 病原性 ミコバクテ リウム607号 菌を

使用したが,使 用前の測定 では,1%小 川 培地内DH

SM(2倍 量混入)の1γ/ccに 耐 性を示した。

2)使 用培地:ブ イヨンおよび3%ブ イヨン寒天培

地を使用し,寒 天はBacto-Agar(Difco)を 用いた。

DHSMは 培地100に ついて,そ れぞれ0.1563,0.3125

0.625,1.25,2.5,5,10,50,100γ に なるように 加

えた。ブイヨンおよび3%ブ イヨン寒天培地にDHSM

を混 入後,2群 に分け,一 方を90℃60分 加 熱 して,

その影響を非加熱群(50℃30分)と 比較して 検 討 し

た。なお1%お よび3%KH2PO4小 川培地を型のご

とく作 り,こ れに上記濃度のDHSM(2倍 量 でな く所

定量 そのまま)を 凝固滅菌の前に加えて,607号 菌の感

受性に,ず れがみ られるかどうかを検討した。

3)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,こ れを滅菌蒸留水で希釈して,メ スピペ

ットで0.1ccず つ接種 した。 接種菌量は10-3～10-5

mg。 接種した培地は,固 形培地は 斜位,液 体培地は直

立位でそれぞれ1晩 室温に 放置し,翌 日ゴムのキャッ

プに変 え,37℃ に培養した。

4)判 定:接 種後3日 および5日 に判定し,M・I・C

を比較した。

2.実 験結果(表2)

607株 は,ブ イヨン中のDHSM0.1563γ/ccに 感受

性を示したのに対し,3%ブ イ ヨン寒天培地中では,

DHSM0.31257/CCに 感受性であった。 すなわち,寒

天が存在するとDHSMの 抗菌 活性が軽微ではあるが減

少した。

またブイヨン中では,607株 は,加 熱群で も非加熱群

でも,DHSMの0.1563γ/ccに 感受性を示し,DHSM

含有培地には発育 していない。3%ブ イヨン寒天培地

中では,DHSMの 同一の濃度(0.1563γ/cc)内 で,加

熱群にやや発育が多い。 すなわち,加 熱に よる培地内

DHSMの 抗 菌活性減少はきわめて軽微であった。

一方,1%小 川培地内DHSMの607株 に 対す る

M・I・Cは2.5γ/ccで,3%小 川培地のそれは10γ/cc

であ るか ら,小 川培地内DHSMの 抗菌活性は3%小

川培地のほうで4倍(2倍 希釈系列の2段 階)の 減少

を示したことにな り,こ れは主としてKH2PO4の 含有

量に基づ く相違 と考えられるので,培 地内KH2PO4の
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表2培 地内DHSMの 抗菌力に及ぼす加熱な

らびに基質寒天への吸着の影響

(Mycob.607,10-3mg,5日)

注:pは 菌膜形成を示す。

含有量 と,培 地内DHSMの 抗菌活性減弱の度合との関

係をさらに詳しく検討するため次の実験を行なつた。

B.培 地内DHSMの 抗菌活性に及ぼす燐酸ないし燐

酸塩の影響

1.実 験方法

1)供 試菌株,培 養の方法,判 定時期などはすべてA

の実験 と同様にした。

2)使 用培地:Tarshisの 原法による血液寒天培地お

よび小川培地を使用した。

血液寒天培地の組成は次のとお りである。

老 廃 人銀 行 血 液25.0cc

Bacto-Agar (Difco) 1.5g

グ リセ リン1.0cc

ベ ニ シ リン50u/cc

蒸 留 水74.0cc

最 終pH6.8

これを対照 とし,さ らにKH2PO4,H3PO4,Na2HP

O4な どをそれぞれ0.1,0.3,0.5%に 含 むように加

えた合計10種 類の血液寒天培地を作つた。なおpHの

影響を一定にす るために,燐 酸ないし燐酸塩入 りの血液

寒天培地は,基 汁のpHを 調整してすべて培地の最終

pHを6.8に 統一するように作った。

小川培地は1%,2%お よび3%KH2PO4培 地

を用いたが,こ こにい うKH2PO4の%は 基汁中の濃

度を示す もので,全 卵液を基汁の3倍 量加えてできる小

川培地全体に対してはその1/3,す なわち それぞれ0.33

%,0.67%お よび1%が 実際のKH2PO4の 濃度で

あり,ま たこれ らの 培地のpHは それぞれ6.6,6.4,

6.2で あった。また培地凝固前に混入するDHSMの 量

は,所 定量のままにして2倍 量にはしなかった。

各培地に混入したDHSMの 濃度段階は,Aの 実験

同様,0.1563γ か ら100γ まで 主 として2倍 希釈系

列の10段 階 とした。

2.実 験結果(表3)

表3培 地内DHSMの 抗菌力に及ぼす燐酸(塩)の

影響

(Mycob.607,10-3mg,5日)

表3は,10-3mgを 接 種 して5日 後 の 判 定 成績 で あ

るが,対 照 と した 血 液 寒 天 培 地 のM・I・Cは0.3125γ/cc

で あ り,こ れ に燐 酸(塩)が 加 わ る と,そ の濃 度 の 増 加

に 反比 例 し て,培 地 内DHSMの 抗 菌 活 性 が 低 下 し た。

す な わ ち血 液 寒 天 培 地 にKH2PO4が0.1,0.3,0.5%

の割 に加 わ る と,培 地 内DHSMのM・I・Cは それ ぞ

れ0.3125,0.625,1.257と 増 加 し,さ らにH3PO4

で は 同様 に,0.625,2.5,10γ とM・I・Cが4倍 ず つ

(2倍 希 釈 の2段 階)増 加 した 。Na2HPO4で は,そ

の各 濃 度 と もM・I・Cは0.3125γ で あ っ たが,0.1563

γ に お け る発 育 量 は や は りNa2HPO4の 濃 度 に 比 例 し

て 増 加 し てい る。

一 方1%,2%お よ び3%小 川培 地 内DHSMの

M・I・Cは それ ぞ れ5,10,50γ(お そ ら く20γ)で あ

り,こ れ もま たKH2PO4の 濃 度 の 増 加 と反比 例 し て,

DHSMの 抗 菌 活 性 が 低 下 して い る。 こ の 場 合,2倍 量

のDHSM添 加 小 川培 地 に換 算 す る と,上 記 の各M・I・C

を1段 階 ず つ 下 げ た2.5,5,10γ/ccに 当 た る訳 で あ

るか ら,結 局 現 行 の2倍 量 添 加 小 川培 地 内DHSMの 阻

止 力 は,原 法 血液 寒天 培 地 のM・I・C(0.3125γ/cc)に

比 べ て,8倍(1%小 川)ま た は32借(3%小 川)

の減 弱 を示 した とい え る。

な お0.3%にKH2PO4を 含 む血 液 寒 天 培 地 のM・

I・C(0.627)と,ほ ぼ 同量 のKH2PO4(0.33%)を

含 む1%小 川培 地 のM・I・C(5γ)と で は8倍 の差

が 認 め られ,こ れ は両 培 地 に 共 通 に 含 まれ るKH2PO4
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の影響以外に,小 川培地では他の因子が培地内DHSM

の抗菌活性を低下させたと考 えられる。

総括および考案

血液寒天培地および1%小 川培地を用いて,結 核菌

のDHSM,PASお よびINHに 対するRoutine

の感受性試験を行 なつた結果,PASやINHに 比

べて,と くにDHSMに 対する感受性成績が両培地の間

で くい違いを示し,1%小 川培地では 血液寒天培地 に

比べ,一 般に培地内DHSMの 結 核菌発育に対する阻止力

が弱 く現われた(表1)。 またその阻止力減弱の程度は,

DHSMを2倍 量加えた1%小 川培地では血液寒天培

地の8倍,同 じく3%小 川培地 では32倍 で あった

(表3)。

結核菌607株 を用いて,培 地内DHSMの 抗菌活性

に影響を及ぼす諸因子を検討 したが,ま ず培地の 加熱

(90℃60分)お よび基質寒天への吸着による影響はと

もに軽微であった(表2)。 これに反し,培 地内のKH2

PO4,H3PO4,Na2HPO4な どの燐酸(塩)は,そ の

濃度の増加に反比例して培地内DHSMの 抗菌活性を低

下させた(表3)。 ただし小川培地内には,KH2PO4以

外 にも培地内DHSMの 抗菌活性を低下させ る因子があ

ると考え られる。

この燐酸塩以外の因子については,培 地pH26)～28)

や他の塩類(グ ルタミン酸 ソーダ)の 影響 も考えられる

が,水 之江29)や 小川(政)30)が 報告してい るDHS

Mの 基 質鶏卵に対する吸着が主要因子ではなかろうか。

Hurwitzら23)はDHSMの 作用機序 と培地内燐酸

塩との関係を大腸菌を用いた 実験で 追究し,大 腸菌が

DHSMの 作 用か ら防衛されるためには,燐 酸塩 だけで

な く,基 質(こ の場合は0.011Mの 乳酸塩)と 菌液に対す

る通気を要したこと,お よび通気 された菌液中のDHSM

の作 用と燐酸塩濃度との相関関係は,DHSMの 殺菌作

用を阻止す るようなある中間化合物が燐酸代謝の結果 と

して産出されることを示すと述べている。表3の 成績が

示すように,結 核菌の場合に もDHSMの 発育阻止作用と

燐酸塩の濃度とは相関関係にある。上坂 ら31)は,Kir-

chner培 地 中における燐酸塩,ア スパラギンおよび硫酸

マグネシウムの3者 は,そ れぞれ単独でSMの 抗菌力

を低下させ ると同時に,燐 酸塩 とアスパラギンの両者は

相乗的にSMの 抗菌力を低下させたと報告している。

Tween80や グ リセリン14)18),燐 酸塩 以外の 多 くの

塩類12)や,ベ プ トンなどの発育刺激物質15)も また培

地内SMの 抗菌力に影響を与えるとの報告があ り,い

ずれにしても培地内DHSMの 抗 菌力測定にあ た っ て

は,組 成簡単な培地の使用が要求される。一方,グ リセ

リンは培地内DHSMの 抗 菌力を増大させるが,血 清が

存在すればその作用がうち消されたとい う報告14)18)

は,Tarshisの 血液寒天培地における,グ リセリンに対

す る全血液の役割についても適用されるだろう。

凝固滅菌に要す る程度の培地加熱では,水 之江29),

小川(政)30),猪 野24)ら の報告しているように,培 地

内に混入したDHSMに 対 し影響がないようであり,著

者の実験でもその影響は非常に軽微であった。

従来,小 川培地のような鶏卵培地に加えるべ きDHS

Mの 量 は,凝 固滅菌(鶏 卵に対する吸着)に よる力価の低

下だけをみこして,所 定量の2倍 量を加えるように規定

されているけれ ども,小 川培地中のKH2PO4の 濃 度に

反比例してDHSMの 抗菌力が低下している事実(表3)

は吸着だけでなく燐酸塩の濃度をも考慮してDHSM添

加量を検討す る必要を示 し,も しそうしないと,当 然小

川培地での直接法の成績は間接法よりも耐性値が高 く出

ることが予想 される。

いずれにして も,培 地を統一する必要が 痛感 され る

が,血 液寒天培地はDHSMの 基質への吸着が非常に軽

微で,燐 酸塩を含まず(pH中 性),組 成が簡単 なので,

DHSMの 感受性を測定 するのに好適で はなかろうか。

さらに,人 体の内部環境を構成す る血液を,そ の主要組

成としているので,耐 性測定用培地の理想 とされてい る

「in vivoに おける結核菌の環境条件を密接に反映した

ような培地7)12)14)」 に近い培地 といえよう。

結 論

血液寒天培地および1%小 川培地を用いて,結 核菌

のDHSM,PASお よびINHに 対す るRoutine

の感受性試験を行なった結果,PASやINHに 比べ

て,と くにDHSMに 対する感受性成績が くい違いを示

した。Mycob.607を 用いて,両 培地内DHSMの 抗菌

力を比較すると,血 液寒天培地に対し8な いし32倍 の

抗菌力低下を小川培地で認めた。この原因を追究 して,

培地内のKH2PO4,H3PO4,Na2HPO4な ど の燐 酸

(塩)が,そ の濃度の増加に反比例して,培地内DHSM

の抗菌力を低下させてい るのに対し,凝 固滅菌に要す る

程度の加熱や基質寒天に対す る吸着が,培 地内DHSM

の抗菌力に及ぼす影響はきわめて軽微であった。

小川培地では,KH2PO4の 影響以外にもなお培地内

DHSMの 抗菌力を低下させる要因が考えられたのに対

し,血 液寒天培地は組成簡単にして燐酸塩を含まず,基

質寒天に対す る吸着 も軽微なので,DHSMの 抗菌力測

定に好適な培地 といえる。
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本論文の要旨は,第134回 結 核病学会総会において発

表 した。
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