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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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