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重 層 培 地 に よ る 結 核 菌 の 定 量 培 養
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1緒 論

重層培地は結核菌の分離培養においては,3%小 川

培地に比して発育が早いことは第2報1)で 述べたとお

りである。それでこの培地を使用して薬剤耐性結核菌の

検査を行なったので報告する。

II方 法

i.耐 性検査用の培地

a.培 地の種類

重層培地,対 照 として3%小 川培地および1%小

川培地を使用した。

b.抗 結核剤の混入の仕方

抗結核剤 としてはSM,PAS,INHを 用 いた。

培地1ccに ついての混入濃度は次のようである。

SM… …1γ,10γ,,100γ,1,000γ

PAS

INH}… …0.1γ,1γ,10γ,100γ

(1)重層培地:SM(Dihydro SM),PAS(PAS-

Na),INHを 無菌的に秤量し,滅 菌蒸溜水で所定量

の50倍 の 溶 液,た とえば50γ,500γ,5,000γ,

50,000γ 等 の1列 の溶液を作つてお き,こ れを重湯煎

で10分 程度滅菌し,5cc宛 分注した重層培地に無菌

的に0.1cm宛 を混入し,よ く混合すると抗結核剤は培

地によって約50倍 に稀釈 され るか ら,所 定量に混入 さ

れた耐性検査用の培地ができる。無菌試験をしたうえで

使用する。

(2)3%小 川培地および1%小 川培地:SMは 所

定量の2倍 量を,PAS,INHは 所定量を凝固する

前に混入して,試 験管に5cc宛 分注して,90℃1時

間で凝固滅菌する。

ii.接種 の方法

a.直 接法

喀痰に4%NaOHを 約5倍 量加え,振 盪して十分

に均等化し,そ の0.1cc宛 を重層培地,あ るいは3%

小川培地で 作った 耐性検査培地1こ接種した。 この場合

は,抗 結核剤の混入された培地の ほかに 対照 として2

本の抗結核剤の 混入されない 培地を使用した。培養し

た ら重層培地では振盪してよくまぜる。そしてそのまま

37℃ の孵卵器に1晩 放置した のち,ゴ ムの キャップ

に変える。 また3%小 川培地,1%小 川培地では,

接種 された材料を凝固水とまぜ,培 地をゆり動かして斜

面の上に平等に拡げ,斜 面を水平にして1～2日37℃

の孵卵器に保存し,液 のほぼ 乾燥したところで ゴムの

キャップに変え,培 養を継続した。

b.間 接法

磨砕 コルベンにより,滅 菌蒸溜水で1cc中1mgの

菌浮游液を作 り,そ の0.1ccす なわち0.1mg宛 を,

重層培地 と1%小 川培地に接種した。その後の操作は

直接法の場合に準ずる。

iii.判 定

直接法は培養後ほぼ4週 で,間 接法はほぼ3週 で判

定し,結 核菌の発育した最高濃度を もって耐性値 とし

た。

III成 績

検査材料は,直 接法では塗抹陽性の喀痰を,間 接法で

は0.1mgを 接種したので,対 照 に発育 した集落はい

ずれ も無数であった。

(1)抗 結核剤に接触 したことの ない結核菌の耐性値

(直接法)

化学療法のまだ実施 されたことのない患者の喀痰を対

象 とした。

成績は表1の ようであって,SMに お ける耐性値は

17ま でであって,検 査例数のほぼ2/3は1γ 以下で

あ り,1/3は1γ であつた。次にPASで は,32例

の検査のうちの約半数は0.1γ であり,他 の半数は0.1

γ 以下であつたし,INHで は,検 査した25例 の全
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表1SM,PAS,INHに 接触したことのない結核菌の耐性値の分布(直 接法)

注:欄中の数字は例数を示す。

部が0.1γ 以下であつた。すなわち重層培地ではSM

において耐性値が もっとも高 く,PAS,INHの 順

で耐性値が低 くなる。前に も述べたように,対 照に発育

した集落数は いずれ も多 くて 数えることが で きなかっ

表23%小 川培地との耐性値の比較(直 接法)

〔その1〕SM

注:1)表 中の数字は例数を示す。

2)□ は一致した例数を示す。

表33%小 川培 地 との 耐 性値 の比 較(直 接 法)

〔そ の2〕PAS

注:表2に 岡 じ。

表43%小 川培地との耐性値の比較(直 接法)

〔その3〕INH

注:表2に 同じ。

た℃したがって重層培地では,接 種菌量がかな り多 くと

も,こ の程度の耐性値を示す ものは感性菌とみてよい。

(2)3%小 川培地との耐性値の比較(直 接法)

喀痰はSM,PAS,INH等 の使用中の患者,あ

るいは使用後の患者より採取した ものであって,耐 性検

査の前日は化学療法剤の投与を中止した。

a.SM

横 に重層培地の成績,縦 に3%小 川培地の成績をと

って,そ の相関関係をみたのが表2で ある。合計56例

の実験で あるが,一 致したものは38例(67.9%)で

あって,残 りの18例 は不一致を示した。不一致例の大

部分の17例 は3%小 川培地が高い耐性値を示し,1

例 のみが重層培地のほうが高い耐性値を示した。なおそ

の差は,1段 階のものがその全部であって,2段 階の も

のはない。

b.PAS

成績 は表3の ようである。表3で みるように,一 致

したものは52例 中の15例(28.9%)で あって,残

りの37例(71.1%)は3%小 川培地において高い耐

性値を示している。1段 階の差を示したものは31例,

2段 階の差を示したものは6例 である。すなわちSM

に比 して両培地における差は著明である。

c.INH
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成績は表4の ようである。すなわち50例 中の34例

(68%)が 一致し,16例 は不一致を示した。 そのうち

の6例 は重層培地が高い耐性値を示 し,10例 は3%小

川培地のほうが高い耐性値を 示している。 なおINH

の場合は,2段 階の差を示した ものは1例 もない。 以

上の成績か ら分かるようにINHに おいては,SM,

PASに 比 して両培地における差は もつとも少ない。

なおSM,PAS,INHと もに両培地における不一

致はあったとして も,両 培地の相関を認めることがで き

る。

(3)1%小 川培地との耐性値の比較(間 接法)

重 層培地は,本 来は直接法に用い られる培地であるこ

とはい うまで もないことであるが,菌 液を接種した場合

表51%小 川培地との耐性値の比較(間 接法)

〔その1〕PAS

注:表2に 同じ。

表61%小 川培地 との耐性値の比較(間 接法)

〔その2〕INH

注:表2に 同じ。

で も同様によい発育を示す ことを認めている。菌液を用

い る間接法が可能ならば一層便利である。それではたし

て間接法に用いたときは どうか と思い,1%小 川培地

を対照 として比較してみた。なお用いた菌株は,抗 結核

剤の投与を受けたことのある患者か ら分離したものを使

用した。この実験はSMに ついては実施せず,PAS

とINHに っいて実施した。

表5はPASに おける成績であるが64例 中の22

例(34.4%)が 一致 したが,残 りの42例(65.6%)

は1%小 川培地が高い耐性を示した。 そして2段 階

高い耐性を示したものは42例 中の10例 である。

この相関関係は,PASの 直接法の場合 と全 く同様

である。またINHに っいては,11例 の 比較に すぎ

ないので,そ の傾向は はつきりしないが,1%小 川培

地が高い耐性値を示す もののようである。

IV総 括および考察

抗結核剤に対する耐性結核菌の検査の方法をふ りかえ

ってみると,抗 結核剤の使用されだした当時は,主 とし

てKirchnerやDubosの 液体培地を用いる間接法が使

用 されていたが,結 果判定までの期間の長いこと,耐 性

菌の割合が分か らないこと,お よび体内か ら直接出て く

る菌を実験するほうが,一 たん分離 してさらに増殖させ

た菌を使用す る間接法よりもより妥当であることなどの

ために,臨 床的には,固 形培地による直接法が もっぱ ら

使用され るようになってきた。しか し固形培地に も欠点

がないわけではない。その1っ は凝固滅菌による抗結核

剤の力価の減少がはつきりしないことである。

重層培地は,液 体 と固形の混合の培地であるが,そ の

大部分は液体である。しか もこの培地は3%小 川培地

と同様に前処理した材料をそのまま接種できるし,発 育

した集落数も数えることができるので耐性菌の割合も分

か る。かっまた抗結核剤の加熱による影響を考慮する必

要はない。したがって重層培地は,耐 性検査のうえか ら

は,液 体培地 と固形培地の優れた点を,兼 ね備えたもの

といっても過言ではなかろう。

以上のようなことか ら実際にこの重層培地を使用して

2～3の 実験を行なつてみた。

まず抗結核剤に接触したことのない菌株,す なわち感

性菌についての従来までの耐性値をみると,固 形培地に

おいても液体培地においてもSMが もっ とも高 く,次

にPASで あ りINHは もっ とも低い。しか もいず

れの抗結核剤において も,そ の耐性値の分布の幅は狭

い。私の重層培地における成績 も これ と全 く同様で あ

る。

次に諸先進2)へ4)の 成績では,液 体培地で あるKir-

chner,Proskauer-Beck,Dubos等 の 培地 では,固 形

培地である占部 ・山田の卵黄寒天培地,Herroldの 卵
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黄寒天培地,ATS培 地 に比して 耐性値が 低 く出る傾

向にあることが証明されているが,わ れわれの重層培地

において も,3%お よび1%小 川培地に比較すると,

SM,PAS,INHと もに低い耐性値 を示している。

しかし重層培地は,固 形 と液体の混合培地であることで

はKirchner培 地等 と異なる。それで重層培地 とKir-

chner培 地 の耐性値を比較した。 その結果SM5)6),

PASで は重層培地のほうが耐性値が高 く,INH7)

においてはほとんど差を認めていない。以上の成績を総

合す ると,重 層培地の耐性値はKirchner液 体培地 と,

固形培地 との中間の価を示 していることが分か る。この

ことは培地の組成が液体 と固形の混合であることのため

かもしれないが,重 層培地の特異な一面を示す ものであ

ろう。次に抗結核剤に接触したことのある結核菌につい

ての耐性値の比較で もSM,PASに おいては3%小

川培地のほうが高い耐性値を示す傾向にある。このこと

は感性菌の場合と全 く同様である。しかしINHに お

いては,そ の傾向ははっ きりしない。さらに多数にっ き

研究する必要があろう。

しかし,い ずれにして も重層培地と3%小 川培地,

1%小 川培地の間には,耐 性値のうえではある相関を

認める。

以上のようなことか ら,重 層培地は,耐 性結核菌の検

査には固形培地同様使用することができる。古久保8)は

切除肺結核病巣より分離 した結核菌にっいての耐性検査

に使用している。次に耐性値の 判定までの期間 である

び,従 来までの成績を みると,液 体培地は 固形培地 に

北して早 く判定できる利点の あることが 証明 されてい

る9)～11)。重層培地は,結 核菌の分離培養においては固

形培地に比して早 く発育することは前にも述べたとお り

である。しかし抗結核剤の混入している重層培地の中に

おける耐性結核菌の発育は,集 落の多い場合は比較的早

いが,少 ない場合は,固 形培地と差はない。これは少な

い集落の場合は,結 核菌と判定することがむずかしいた

わである。したがって重層培地において耐性の早 く判定

できるのは,対 照培地に集落が多 くて,し か もそれが完

全耐性であるか,感 性である結核菌に限 られている。

V結 論

重層培地を結核菌のi薬剤耐性の検査に使用して次のよ

うな成績を得た。

1)抗 結核剤の投与を受けたことのない患者の喀痰を

用い,直 接法により耐性の検査をすると,そ の耐性値は

SMで は17あ るいは1γ 以下,PASで は0.1γ

あるいは0.1γ 以下,INHで は0.1γ 以下で あつ

た。

2)抗 結核剤の投与を受けたことのある患者の喀痰に

よる直接法で,重 層培地 と3%小 川培地を,ま た抗結

核剤の投与を受けたことのある患者の喀痰 より分離 した

菌について,間 接法によ り重層培地 と1%小 川培地を

比較す ると,SM,PASで は 重層培地による耐性値

は低い傾向を示す。INHで はその傾向は著明 ではな

いが,や はり低い傾向を示している。

本研究は結核予防会結核研究所在任中のものである。
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