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ピ ラ ジ ナ マ イ ド耐 性 結 核 菌 の 検 査 に つ い て

第5報pH5.5の1%小 川培地 を通常検査

として使用 した成績 の統計的観察

沢 井 武 ・宮 城 小 枝 子 ・立 花 嘉 子

北里研究所附属病院(指 導 小川辰次)

受 付 昭 和37年1月4日

I　 緒 論

沢井1)～4)は 従 来までの種kの 基礎 的の実験 か らPH

5.5の1%小 川培 地は申和 した病的材料 を接 種すれば

直接法 として,ま た菌液を接 種すれば間接 法 として ピラ

ジ ナマイ ド(以 下PZAと 略す)耐 性結核菌の検査に

使 用で きることを報告 した℃ それでわれわれは 昭和33

年4月 以来 この沢井の方法 を通常検査に使用 して きた。

今 回は昭和34年4月 より35年9月 までの期間に実

施 した総件数220件 の検査成 績 を材料 とし て 統計的に

観察 し培地 の結 核菌発育の状態,出 来上がつた培地の検

定成績 お よびPZA投 与 と耐 性値の推移 を検討 した

ので報告す る。

II　実 験 方 法

1.　耐 性検査 の方法

(1)　対 象

北里研究所 附属 病院へ入院中あ るいは通院中の結核患

者喀疾 お よび種kの 材料か ら分離 した結核菌 を必要に応

じて対 象 とした。

(2)　耐性検査培 地

沢井 の方法 に よ つ てpH5.5の1%小 川培地 を台

に して作つた培地であつてPZAを 培地1cCに つい

て5,000γ,1,000γ,100γ,10γ に混入 した4本 の

培地 と対 照の1本 の培地,合 計5本 を1組 の耐性検

査培地 として使用 した。

(3)　接種 お よび判定の方法

PZA耐 性検査 と同時にSM,PAS,INH等 の

耐性 の検査 を実施 した。

a)　直 接 法

前 日より投薬 を中止 して採 取 した塗抹 陽性の喀疾に5

倍量 のフ ェノールレ ッ ドの0.004%に 混入 し た4%

NaOHを 加 えて十分に均等化 し,ま ず3%小 川培地

で作つ たSM,PAS,INHの 耐性検査培地 に0.1

cc宛 接種 しさ らに一部 をとつ て8%HC1(容 量)で 中

和 して その0.2ccをPZA耐 性検査用培地に接種 し

た。 この場合 中和に よつて 喀疾液が約2倍 に稀釈 され

るので,SM,PAS,INHの 耐性検査培地の接種

量 と同 じにす るた めに0.2cc宛 を接種 した。 そ してと

もに1昼 夜斜面台 に寝かせ て37℃ に保存 し,液 の ほ

ぼ乾い たときに ゴムキ ャップに変 えて立 てて培養 した。

その後は1週 ごとに観察,対 照に集落の十分 に 発育 し

たときすなわ ちPZAで は原則 と し て5週,発 育 の

悪 いときは6～8週 で判定 し,SM,PAS,INHで

は4～5週 で判定 し,PZA混 入の最高の濃度 に発育

した ところ を もつて耐性値 と した。

b)　間 接 法

3%小 川培地に分離 した集落 をと つ て4%NaOH

で手振 り法で1mg/ccの 菌液 を作 り,0.04%の フ ェ

ノール レ ッ ドを1滴 加 えて さらに8%H℃1で 中和 し

てその0.1cc宛 をPZA耐 性検査培地 に 接 種 し,

1mg/ccの 菌 液 を さらに4%NaOHで10-1mg/oc

に し た も の の0.1cc宛 を3%小 川培地 で 作 つ た

SM,PAS,INHの 耐性検査培地 に接種 した。接種

後の操作 は直接法 と同様で あつて,判 定 は大部 分は4～

5週 目で行な つたが,一 部発育 の悪 い ものは6～8週 で

行 なつた。判定 の方法 は直接法 と同 じであ る。

2.　 作 つた耐性検査培地 の検定

耐性検査培地 ので きる ごとに硝 子電極に よつて対照培

地 のpHを 計 り,つ いで1組 の耐性検査用培地 にPZA

感性菌 であ るH37Rv株 の10-2mgを0.1ccに 含 ま

せ て接種 し,4週 で判定 して耐性 値をみ るとともに耐 性

検査 培地の対照 の発 育の状態 と検討 した。

Takeshi SAW AI, Saeko MIY AGI and Yoshiko TACHIBANA (Hospital of the Kitasato Institute, 

Shiba Shirogane Sanko-cho, Minato-ku, Tokyo, Japan): Examination for Pyrazinamide-resistant 

Tubercle Bacilli Kekkaku, 37 (3):130-134,1962.
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III　統計的観察 方法 とその成績

1. PZA耐 性検査培地 と3%小 川培地 との対 照に

おけ る発育 の比較

a)　陽 性 率

表1に 示 す よ うに 直 接 法 で は 検査 例数141例 中

PZA耐 性検査培 地に発育 した もの90%,3%小 川

培地に発 育 した もの97.9%で あ つ て,こ の間には推

Table1. Comparison of Growth in 1% Ogawa Egg-media pH 5.5

 and 3 % Ogawa Egg-media 

a) Positive rate

Numerals show examples

計 学的には差はない。また3%小 川培地 にのみ発育 し

た もの は12例(8.5%)で あつて,PZA耐 性検査

培 地にのみ発育 した ものは1例 であつ た。 間接 法では

79例 中PZA耐 性検査 培地に発育 した もの97.5%,

3%小 川培地に発 育 した もの100%で あつて,こ の

場合 に も両者 の間に差 はない。PZA耐 性検査 培地に

の み発育 した もの はなか つたが,3%小 川培地 のみに発

育 した もの が2例(2.5%)で あつ た。 な お直接法 に

お いて 耐性検査培地 で 陰性 で3%小 川培地 陽性 の12

例 のガフキー番 号お よび3%小 川培地上 に発育 した集

Table2. Comparison of Growth in 1% Ogawa 

Egg-media pH 5.5 and 3% Ogawa Egg-media

b) Gaffky number and colony count on the 

3% Ogawa egg-media of 12 cases which 

are negative on the 1% Ogawa egg-media 

pH 5.5 and positive on the 3% Ogwa 

egg-media by diect method

1) Numerals show examples.
2) Expression of colonies is as follows.

落数 を示 す と 表2の よ うで ある。

3%小 川培地陰性でPZA耐 性検査培地 に陽性 を示

した1例 は ガフキーH号 でPZA耐 性検査培地上

に認 めて集落数は1コ で あつた。 次に 間接法でPZA

耐性検査 培地陰性,3%小 川培地陽性の2株 はいずれ

も無数 の集 落を示 していた。以上の よ うに陽性 率の うえ

では差 はな いが,直 接法 ではガ フキー陽性 の ものが3%

小川培地の6倍 も陰性 を示 した こと,ま た これ らの3%

小川培地上の集落 はいずれ も無数 である こと,ま た間接

法で もPZA耐 性検査培地 陰性 で3%小 川培地 に発

育 した集落数が無数 であつた こと等 はPZA耐 性検査

培地の発育が悪 い ことを示 している。

b)　集 落 数 表

両培地に陽性 を示 した 直接法126例,間 接法77例

について 表3の よ うに集落数 を区分 して比較 した。成

績は 表3に 示 す よ うに もつ と も多 い集落の区分の 冊

Table3. Comparison of Growth in 1% Ogawa 

Egg-media pH  5.5 and 3% Ogawa Egg-media

 c) Colony count

1) Numerals show cases.
2) Expression of colonies is same as table 2.
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の件数は直接法,間 接法 と もにPZA耐 性検査 培地は

3%小 川培地の 約1/4て あつ て,も つ とも少ない集

落の区分の+か3%小 川培地の2倍 の例数 を 示 し

てい る。すなわ ちPZA耐 性 検査 培地 に発育す る集 落

は3%小 川 培地 に比 して少 ない。

C)集 落 の発 育するまでの期間

Table4. Comparison of Growth in 1% Ogawa Egg-media pH 5.5

 and 3% Ogawa Egg-media

d) Period until growth of colonies

Numerals show cases and () show percentage

3%小 川培地 とPZA耐 性検査培地の両培地 に 発

育 し1こもの につい て初発集落発現 まての期間 をみ た。 そ

の結果 は 表4に 示す よ うに,直 接法,間 接法 と もに耐

性検査培地 ては 大部分 は3,4,5週 に 発育 しているの

に,3%小 川培地では2,3,4週 に おいて発育 してい

る。 次 に4週 まで に発育 した例数 をみる と,直 接法 て

はPZA耐 性検査培地 は88例(69.8%)に 対 し て

3%小 川培地122例(96.8%)で あ り,間 接法 で は

PZA耐 性検査培地 は46例(54.3%)で あ るのに3

%小 川培地 は73例(94.8%)で あつていす れの場合

もPZA耐 性検査培地 は3%小 川培地 に比 して発育

か遅 れてい る。

2.　 作つた耐性検査培地 の検定

9組 の培地 の検 定成績 を 表5に 示 したか,そ の うち

pHを 測定 した6組 の うちpH5.58,pH5.60の もの

では1,000γ に 発 育 し,pH5.52よ り酸性側 の4組

の培地 てはいす れ も10γ に発育 し100γ に発 育 し た

Table5. Inspection of 1 % Ogawa

 Egg-media pH 5.5

1) Report in table shows presence of colony and degiee
 of growth.

2) Expression is same as table 2

ものはなかつた し,pHを 測定 しなか つた3組 に お い

て も集落 の発育 は10γ どま りて ある。次 に対照 の発育

をみる と,PHを 測定 しなか つた ものの2組 は 升,57

の よ うに少な い集落 を示 しているか,そ の他の もので は

いすれ もよい発育 を示 してい る。 この例 はあるい はpH

か酸性 に傾 きす きたのか もしれな い。

以上の成績か らpH5.58,5。60の2組 の培地 お よ

ひ対照の発 育の悪か つた2組 の培地合計4組 の培地は

pHか 高す きた り,10γ 以上に発育 した り,対 照に発

育 した集落か少なかつ た りしてい るか ら適当な培地 とい

うことかて きよ うし,こ の4組 を除い た残 り5組 の培

地は適当な培地 とい うことかで きよ う。

3. PZA耐 性結核菌の出現の統計的観 察

INHの1γ 完全耐性以上 の もの を 耐性菌 と し て

INH耐 性菌の もの と耐性 の な い もの と に 分 け て,

INH(0.39毎 日)とPZA(29毎 日)と を併 用

した場合のPZA耐 性菌の出現の状態 をみた。

成績は 表6に 示す よ うで ある。まずPZA使 用期

間別にみ ると,INH耐 性の有無にか か わ らずPZA

使用期間か長 ひ くとと もに耐性値か高ま る傾向が ある。

い まPZA100γ 以上 を耐性菌 と仮定 して1～3ヵ 月

の投与期間 中の出現率 をみ ると,INH耐 性のあつた も

ののほ うか著明に多い。 また4ヵ 月投与以上の もの で

は両者 と もほ とん と全部か耐性になつてい るので耐 性菌

の出現率は100%で あ るか,INH耐 性 の もの で は

PZA5,000γ 耐 性の ものかみ られ るのにINH耐 性

のない ものでは,5,000γ となつた ものは1例 もない。

以上の成 績は検査例数か 少 な い しBack groundも 揃

つていないか ら決 定的な ことはいえないか,INH耐 性

菌ではPZA耐 性の出現 の仕方 か著 しい ことか牲 定 さ
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Table6. Influence of INH Resistance for Appearance of

 PZA Resistant Tubercle Bacilli

Numerals show cases and percentase.

れ る。

IV　 考 案

PZA耐 性結 核菌の検 査については厚生省5)の 検 査

指針 の中に もまだ研究 中 とだけ しか記載 され ていな い。

しか し臨床 の うえにはかな り広 く使 用 されてい る。 こと

にPZA投 与 の対象 と な る患 者 はSM,PAS,

INH等 に対 して耐 性を有す るもの で,X線 的にみて

も重症 に属す る ものが 多い。 したが つてPZA投 与に

お いて も早 く耐性菌 の出現す る可能性が推定 さ れ る か

ら,PZAの 耐性結核菌の検査 をやつ て正 し い 投与 を

やつてい く必要が ある。 それで われ われは沢井の方法 を

通 常検査に使用 してみた0こ の方法はMcDermott6)の

説 に従 い,pH5.5に した1%小 川培地 を台に して作

つた ものであつて,籏 野7),平 井8)等 も使用で きること

を証 明 してい る。われわれの通常検査 の成 績は前述 の よ

うであつて,こ の成績 は沢井 の基礎 実験 を全 の裏 が きす

る もの であつた。す なわ ち3%小 川培地 に比 して接 種

菌量が多 いに もかか わ らず やや発育が悪 い し,ま た同様

の方法で作つ た もので も時 によ り培地のpHが や や 変

動 し,感 性菌で あつて も10γ 以上に発育す ることや,

対照 に発 育す る集落数が少ない ことがあ る。 これ らの事

実 はPZA耐 性検査培地の不安定な一面を示す もので

あ るが,そ の原因は用いた卵の性 状に よるものかまた全

卵液 に塩酸 を加 え るときの技術 に よるものかはつ きりし

な い。 この対 策 としては培地 の製造 を慎重 にす るととも

に,必 ず製造にH37Rv株 のよ うな感性菌 を標準 と して

検定 し,検 定 に不合格の場合に は,検 査の成績 を破棄す

るよ うにすれば よい。 しか もこの培地に よる成 績 で は

PZA耐 性菌の出現 の状態はSM,PAS,INH等

の場合 と全 く同様であつてPZA投 与の期間の長び く

とともに耐性菌 が出現 す るし,INH耐 性菌 を もつてい

る患者 では,INHとPZAを 併用 し て もINH感

性菌 を もつてい る患者 に比 して早 くしか も高 い耐性値 を

示 してい る。 以上の よ うな こ と か らPH5.5に し た

PZA耐 性検査培地 による方法 はけつ し て 最 上の方法

とは思わないが,優 れた方法が で きるまでは この培地 を

使用 しPZAの 適正な投与 を実施す る ことが望 ま しい。

V　 結 論

pH5.5の1%小 川培地に よるPZA耐 性培地 を

実際の検査 に使用 した直接 法141例,間 接法79例 の

成績 を統計 的に観察 し次 の ような成績 を得 た。

1)　 陽性率,集 落数,集 落 の発育す るまで の期 間を比

較 して み ると,PZA耐 性検査培地 は3%小 川培地

に比 して結核菌の発育が悪 い。

2)　 INH耐 性菌 を もつ て い る 患 者 にPZAと

INHを 併 用 して投 与す ると,感 性菌の もの に 比 して

PZA耐 性にな りやすい。

3)　 PZA耐 性検査培地 は 同 じ方法 で作つた場合 で

もpHに 多少の変動が あ ることが あ るし,感 性 菌であ

つて も10γ 以 上の混 入濃度 に発 育す ることもあ るし,

対照培地 に発育 した集落が少 ない ことがあ る。それで耐

性検査培地 の製造 ごとに標準菌株 としてPZA感 性菌

を もつ てその培地 を検定 し,検 定 に合格 した培地 の成績

のみ をとるな らば,こ の培地 は通常検査 と して使用す る

ことがで きる。
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 Examination for Pyrazinamide-resistant Tu-

bercle Bacilli. Fifth report: Statistical ob-

servation of the results using 1% Ogawa egg-

media pH 5.5 for examination.

Sawai previously reported that 1% Ogawa 

egg-media pH 5.5 can be used to examine pyra

zinamide resistant tubercle bacilli. The authors 

have utilized this method for routine examina

tion and then observed statistically the results 

of 220 cases, examined the growth of tubercle 

bacilli, approval result of medium, relationship 

between pyrazinamide dose and resistant rate.

1) When 1% Ogawa egg-mdia ph 5.5 and 3

 Ogawa egg-media are compared the positive 

rate of growth of tubercle bacilli, colony num 

ber, period until colonies develop are inferior in 

1% Ogawa egg-media pH 5.5 as compared to 

those in 3% Ogawa egg-media.

2) When the patient with INH resistant bacilli 

is given pyrazinamide and INH, tubercule ba

cilli from a patient with INH resistant bacilli 

easily becomes pyrazinamide resistant than a 

patient with INH sensitive bacilli.

3) The pH of 1 % Ogawa egg-media pH 5.5 

brings about slight changes even by the same 

turing process, and on this medium pyrazina

mide sensitive tubercle bacilli sometimes grow 

over 10g/cc while only a few colonies are 

found on the control media.

For this reason, when preparing this medium 

it is always necessary to examine this with 

pyrazinamide sensitive tubercle bacilli, and if 

the results of only those passing this examina

tion are taken, this medium can be used for 

routine test.


