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あ る濃度以上の薬 剤に対す る結核菌 の耐性 の有無を知

るこ とは,治 療方針を樹立す る うえに重要な 目安 とされ

て いる。そ して,耐 性のある場合には,そ の程度 を表わ

す ために,集 落数を基礎 に して区分 した発 育程度 を対照

培地 と耐性培地 との間で比較 して,対 照培地の集落 が数

え られぬ ときには,同 等の場 合を完 全 耐 性(不 確実),

そ れ以下の場 合を不完全耐性 とよび,発 育菌数が少な く

て,25コ 以上 の集落を得てその数を計数 しうる場合につ

いては,対 照培地 数の75%以 上をもつ て完全耐 性 とす

る よ うに衛生検査指針!)では決 められてい る◎ すなわち

後者 の場合には耐性菌 が全菌数のほぼ,3/4以 上を 占め

るか否かを もつて判定す るわけであ る。 このこ とは数字

の うえか らは ともか く,発 育量のおおよその比較 をもつ

てす る とい う考え方か らすれば,す でに相当多数 の耐性

菌 が存在す ることを意味す るか ら,実 際的には この程度

の大 まか な取 り決めで もよい と思われ る◎

しか し一方,計 数 しえぬ程度に菌の生えた場 合に,発

育量 のお およその比較をもつ て しては必ず しも正 しくは

耐性 の程度 をつかむ ことが出来 ない との立場か ら,計 数

可能 な集落数を得 るよ うに希釈培養 して,そ の数値 の比

較 によつ て耐性 の完全,不 完全を判別 しよ うとす る考え

方 もある。 このよ うに,集 落 実数値 の比較において耐性

の 限界を決めよ うとい うことになる と,希 釈培養によつ

て 両培地上 の集落数に顕著な差を生ず る場合には容易で

あ るが,そ の値 の接近 してい る場 合の判定限界を決め る

ことは問題 であろ う◎そ して このよ うな耐性限界のつか

み 方が臨床 の実際 とはいかに関連す るか は別 として も,

発 育量の比較 とい う観点に立つ上 述の判定方式をその ま

ま集落数値 の比較 に適用す ることは合理 的 とは思われ な

い。何 となれば,培 地 に接種培養 され る材料 中の菌 の分

散 にはあ る大きさがあるか ら,同 一希釈度,同 一量 の接

種 に よつて さえも発生 集落数にはかな りの変動が当然期

待 され るはずである。 したがつて,も しその方式を とる

とすれば,こ の点を十分考慮 に入れ る必要があ り,し た

がつて発育量の比較のために決め られた限界に対 して,

多少の修正を加えな くてはな らない と思われ る。そ こで

この方式を とる場合に考慮すべ き諸点を検討 し,合 理的

に成績 を判定 しうる方式を考え るこ とに した。

その考 えの一つ として,材 料中 の菌 の分散に基づいて

算定 され る両種培地上 の落 集数 の上,下 限値 を しらぺ,

その重 りの有 無をもつ て判定す る方式 を既鞭)～5)にお い

て述べたが,さ らに検定図表を用 いる方式 の設定 を試み

たので,そ の成績 を述べ る。

実験材料ならびに方法

すぺて間接法に よつて実験を行なつた。

1.使 用培地1%小 川斜面培地を用いた。衛生検査

指針1)記載 の方法で耐性培地 を 作 り,SMお よびPAS

は1,10お よび100耀91甥zを,INHはo・1,1お よ

び5甥og1裾 をそれぞれ含むよ うに した。各濃度 ごとに

培地5本 宛用いた。

2.使 用菌液 結核患 者分離菌K74,K79,K80,

K83お よびK84をDubos寒 天培地に移植,1週 間培

養菌か らそれぞれ適 当にか き取 り,秤 量せず に水 晶球入

りコルペ ンに入れ,手 振法で菌液 を作 り,こ れを原液 と

した。

3.生 菌推定 法および培養 法 室橋 ら6)の方法 によつ

た。すなわち原液1白 金耳を直径約12携 〃3の円形に塗

抹 してMalachitegreen-fuchsin染 色7)を施 し,20視 野

中 の緑染単個菌お よび これを含む菌 塊を数え,1視 野平

均緑染菌i数"oを 算出 し,推 定式1V=2.105"oを 用 いて,

原液0.1認 中の生菌数 をほぼ推定 した。次に発生 集落

数が2桁 に なるよ うに原液を希釈 して,培 地当 り0.1認

を接種 し,37℃ に4週 間培養後,発 生落集数を数えた。

成 績

1.実 験成績 菌液 ごとの生菌数推定値,対 照 および

耐性培 地上 の実測集落 数,同 一種類培 地5本 間の集落数

平均値を表1に 示 した。

推定値を参考 として希 釈培養 して得た実測集落 数が推
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定 値 とかな りの差 を示す ものもあ るが,い ずれ の場合 に

も計数 し うる範囲にあつ た。 同一種類の培地5本 の集落

数 にはかな り変動があ り,上,下 限値の隔 りは相 当大 き

い。 しか し不偏分散 μ2は,集 落数の大小にかか わらず

小 さく,ほ とん どの場 合LO以 下であつた。

2.成 績の推計学的吟味

177

1)集 落数の分散:培 地1～Vの 集落数(表1)が い

か なる分散を示すかをみ るた め に,集 落数平均値Xと

分散 δ2と の関係を調べた。菌液中の菌 の分散が均一 で

ある と仮定す ると,そ の一 部を とつて培養す るとき,菌

濃度が十分小 さければ発生 集落 数はPoisson型 分布に従

うはずであ る。 その場合,集 落数をK,母 集団での平

均集落数を 携 とすれぽ次 の関係が成 り立ち,分 散 と平

均値 とは一致 し

E(K)=〃3E(κ 一携)2=甥

したがっ略 点姻 ・の浴 Σ÷(κ一X)物 線上にお

よそ集ま るはず である8>。 しか し実際にプ#ヅ トしてみ

ると,図1の よ うに左辺 に広 く分布す るので,Poisson型.

と しては分散が大 きす ぎるよ うは思われ る◎ したがつて

Fig。1.CorrelationbetweentheAverage

NumberofColoniesontheSlant

andStandardDeviation
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Poisson型 とは考えがたい。 しか らぽ正規型か とい うと.

図1の 試料 では平均値 と分散 との間の標本相 関 係 数 が

γ=0・82で,こ の値では危険率5%@=34)で 母相関

係数 ρ=0が 棄却 され るか ら,平 均値 と分散 との間には

相関が認め られ ることにな り,し たがつて菌液中の菌分

布を このままでは正規型 と考えるわ けにはゆかない。そ

こで適 当な変数変換を行なつて,分 布を正規型 に近づけ

よ うと考え,集 落数の平方根 を とり,そ れ と分散 との関

係を調べた◎その結果,相 関 係 数 は プ=-0.139と な

り,危 険率5%で ρ=0が 棄却 されない。 したがつて,

変換後 の分布が正規型 とはただちに云えないが,相 関係

数 がこの程度なので一応 正規型 と仮定 して扱つ てもさし

たる誤差を生 じない と考えられ る◎そ こで以後,集 落数

の平方 根(ゾ π≡5　)を 用 いて計算を進 めることに した。

各試料 の対照お よび耐性培地上 の集落数Xの 平 方 根

・/X≡ コ3を変量 とし,正 規型を利用 して,培 地5本(1
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Fig.2.CorrelationbetweentheSquareroot

oftheAverageNumberofColoniesand

theUr=biasedVariance
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さ

～v)で 得 られた実測数値か ら,Σ 晩 および σ2=
も　 ユ

山 幽 一藷)2を求め藻 落の上・下限値を計数した・
15

ただ し あ=万 属 毎1Vは 使用培 地数であ る。培 地1～

vの 集落がかな り接 近 している場合で も,上,下 限値 に

は 相当の開 きがあつ た。 これは,同 一接種量中に含まれ

る菌の分散のみならず,菌 の質的な不均一性,培 地な ら

びに培養条件に よる誤差 などに基づ くものであろ う。

2)新 しい検定方式 の設定。耐性の完全,不 完全の判定

を集落数の面か らみ る場合は,対 照培地上の集落数平均

値 と薬剤含有培地上 のそれ との間に有意の差があるか否

か を検定できれ ばよいわけであ る。すなわち対 照培地上

の集落数の平方根 の平均値を 亀,薬 剤含有培 地 上 の そ

れ を ¢2(た だ し}/ア ≡¢)と して,次 の検定 式 を 適 用

す れば,こ れを満足す るところで,¢1と ¢2と の間に有

意 の差がある といえることにな る。

(¢一 あ2)2

%2μv〉¥(α)α 一α ・5(・)

図1の ごとく,実 測集落数Xに かな りの変動 があつ て

も不 偏分散 が はほ とん ど0.1～1.0の 間 にある。そ こ

で μ2を1.0,0.5お よび0.2と おき,仮 定 されたoゆΣ

に対 して(1)式 を満足 させ る 勉 の値を計算 して表2

を得た。 この表を もとに して検定線 を作れ ば,そ の線を

用 いて成績の検 定が容 易にできる。す なわ ち,ま ず対照

培 地上の集落数の平方根 の平均値をy軸 に,薬 剤含有培

地 上のそれをX軸 に とり,y軸 上 の 二酵tからみたX軸 上

の値0ゆ'2を求める。次に 類ひ'2と薬剤含有培地実測集落数

の平方根 の平均値 勉 を比較 し,¢'2>¢2で あれ ぽ不完

全耐性(γ),〆2<¢2で あれぽ完全耐性(R)と 判定す る

の である。

誰ゴMe瓠ofthesquarerootof曲e識 犠双めer

ofcoloniesonthecoコ 【≧trolslaat.

灘2:Thatofthedrugcotai無i篇gsla就.

ハ1:Nu獄 篭berofslantused.

σ2:U簸biasedvariance.

菌 液中の菌 の分散 は材料 に よ りそれぞれ異な るが,実

際上 が>1。0と なるこ とは ほ とん どな く,ま た%2を 高

く見積 れば判定を誤 る危険 が少ないか ら一応 炉=1.0の

線を用いれば大 きな誤 りを犯す ことはない と思 う。
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3)使 用培地数の検 討。多数の検体を扱 う日常 の検査

においては,1剤1濃 度につ き多 くの培地を用い ること

は手数の うえか らも経済的な面か らも困難を=増すに相違

ない。そ こで上述の方式を用 いる場 合に最 少限度何本の

培地を用 うべ きかを調ぺた。

表1の 成績 は無 作為 的に並 んでいるか らは じめの2本
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(N=2)あ るいは3本(N=3)の 成績を抽出 し,集 落

数 の平方根 の平均値,不 偏分散(σ2)を 計算 し,図3の

検定図表を用 いて検定 した◎培 地5本(N=5)の 場合 と

比較す る と表3の ごとくであ る◎培 地3本 の場合は5本

の場合 と平均集落数において著差がない。不偏分散には

か な り変動 があるがほ とん ど1・0以 下 で検定 に支障がな

い。 この図か ら明らかな よ うにN=5,N=3の 場合に

は対照培地 に10コ 以上の平均集落を生ずれば一 応 検 定

は可能 である。 これ に対 して培地2本 の場 合 に は μ2=

0.5と すれ ば対 照培地 集落49コ 以上(¢1=7,¢2=0。65)

の場 合には検定 しうるが,が=1・0と す ると検定線が左

方 に大 きくず れ,対 照培地 集落が平均81コ 以上@霊=9,
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ρゆ2=0.02)で ない と検定ができず,か つ また81コ の

場合に も耐性培地上 に1コ 以上集落数を生ずれぽ完全

耐性 と云わざるをえな くなる◎ しか も実際的には よほ

ど均等 な菌液に しないか ぎ り,μ2=0.5を すべ ての場

合に当てはめえない。菌 の分散を が=1.0と お さえる

か ぎ りに おいては,N=2の 検定線は不適当である◎

したがて μ2=1.0を 用いて,使 用培地数は3本 を最少

限 とし,し か も平均集落 数13コ 以上を得 るよ う培 養

すべ きであ るとい うことになろ う。

考 察

実験 ごとに 炉 を計 算 しな くて も,

用 いれぽほ とん ど常に集落計数に よる場合の耐性の限界

の判定を大 きな誤 りな しに行ない うるわ けであ る。

次に使用培地本数について も一考を要す る。本実験 の

当初,検 定図表作成のためにF表 の値を参照 し,N=5

@1譜1,恥=4)以 上では1本 の培地差はさした る影響を

与 えない と考 え られたので,培 地5本(N=5)を 用 い

た。 しか し日常検査業務 の繁忙 さを考 えると・1剤1濃

度 につ き5本 宛用 いることには難 があ ろ う。

そ こで,N=2,N=3お よびN』5の 場合を比較 し

結核菌 の均等 な浮遊液を作る ことはきわめてむずか

しい。また均等化 しえた としても,菌 の分散はある程

度 の大 きさを もつか ら,同 一量 を同一種類の培地何本

か に接種すれば,発 育集落数にかな りの変動を生 ずる

ことは当然であ る。 したがつ て,菌 液 中の生菌数を測

る場 合に,1本 の培地で実測された値そのままを もつ

て一定量中の生菌数を代表させ る ことは危険であ る。

そ こで,本 実験では,菌 の分布型 を考慮に入れて集落

数 の平均値を求め,こ れ につ いて推計学的検討を加え

た。そ の結果,5本 の培地 の集落数に一見大差がない

ように見 える場合に も,そ の上,下 限値にはかな りの

開きのあることが分かつたが,均 等度が低 くなれぽそ

の開きは さらに大 きくな り,10rderを 越す ことさえ

あ りうる。 したがつて実際 的には ともか く理論的に考

える と,集 落数を数え うる場 合に単に培地1本 宛 の集

落 実数 を用いて,そ の25%以 上 の差を もつて,耐 性

の程度 を判定 しよ うとする ことは,判 定 の過誤を犯す

危険 を多分に蔵す るといえ よう。完全耐性 と判定する

場 合には耐性培地 と対照培地 との間 において,少 な く

とも集落数平均値に有意の差が認め られ な くてはな ら

ない◎

上述 の新方式に よれぽ,あ らか じめ同一種 類の培地

3～5本 か ら得 られ る集 落数に基づいて不 偏 分散 が

を計算 しておき,も つ とも適 した検定線を用いて両種

培 地上 の集落数 の比較検定を行なえば よいのであ るか

ら簡単 である。 しか も著者の経 験上,炉>1.0と な る

ことはまれで,通 常0.8≧%2≧0.3で ある。 したがつて

が=1.0の 検定線を



た結果,精 度をあま り下げず に しか も満足すべ き検定を

行 なお うとするためには,培 地3本 以上を用 うべ きであ

るとの結 果を得 た。す なわち,1剤1濃 度につ き3本 以

上 の培地を用 い,計 数 しやすい30～150程 度 の集落数 が

得 られる場 合には,直 接法,間 接法を問わず,図3の 検

定 線(N=3,u2=1.0)を 用いて,耐 性 の完全,不 完全

の境を簡単 に判定で きるわけであ る。 この ようにす る と

培 地本数 がふえるので,手 技上複雑化す る ことは免れ な

いが,成 績判定そ のものに過誤が少な くなる利点 がある。

1剤1濃 度 につ き培地2本 を用 いて も菌液 中の菌 の分散

さえ小さければ,あ る程度検定が可能である ことはい う

まで もない。

菌数未 知の材料 の培養に よつて計 数 しやす い集落数を

得 よ うとす る 目的か ら,著 者は室橋 らηの方法を用いた

が,こ れ に よれば,ほ ぼ推定値に近い集落数を得 ること

が可能であ る。また直接法 の場合に小型モ ータ付 きhe-

mogenizer(約1,500rPm)を 用 いれば,材 料の均等化

に要す る時間を節約 でき,均 等化 も十分なので,推 定値

に近 い集落数を期待す る うえに都合が よい。

多数の検体 と,多 種類 の薬剤 とを扱わねばな らない検

査業 務の立場か らすれ ば,上 述の方式では煩雑 す ぎる と

の畿 もあろ う。また耐性検査本来 の目的はある大まか な

限界 を知れば事足 りるのであ り,こ の よ うに集落数 の差

の有意性に まで言及 して耐性度 の限界を調ぺる必要は少

しもないとす る批判 も当然起 こ りうるであろ う。 これ に

対 しては著者 も同意 したい◎

治療に もかかわ らず依然 として多数の菌が排 出され る

こと自体が,そ り薬 効のない ことを示唆 する ものであ り,

また臨床的には薬 剤効果 の判定を下す ことが必ず しも容

易でない ことを考 えれば これは当然である。 しか し一方,

耐 性の限度 を知 るためには,発 育面積や濁度 の比較 では

必ず しも正 当な判定が行なわれず,し たがつ て得心がゆ

か ない とい う考えや,集 落計数に よつて定量的かつ精細

に耐性 の限度を知つてお きたい とす る場合 もあ ろ う。 し

か もこの場合,現 実には1本 ずつ の培地上 の集落数実数

値 の比較に よつて簡単に判定 を下 しているわけであ る◎

しか し,実 測集落数を直接 問題 とす る以上は,少 な くと

も上述の程度にまで菌の分散を考慮 に入れ て検定を行な

うのでなけれぽ意味をな さぬ といいたいのである◎

このよ うな細かい検討は実際的 には不必要で ある とか,

あ るいは手技の煩雑 さのゆえに用 いがた い とい うことで

あれば,両 種培地1本 宛 を用 いて,対 照培地 に計数 しえ

 A Proposition of a New Method of Drug Sensi-

tivity Test of Tubercle Bacilli by Colony Counting 

 Although the knowledge of the degree of drug 

resistance of  tut  ercle bacilli is an important factor

ぬ程度(帯 ～十)に 菌の生えた場合のみについて,発 育

面積ないし程度の比較を行なうという大まかながら簡便

な方式によつて判定する以外に方法はないであろう。そ

うなれば,直 接法で対照培地に計数しうる程度の集落数

しか得られぬ場合には,そ のままでは判定することを保

留し,増菌後間接法によつて再試験を行ない,発 育量の

比較によつて判定するようにすればよいわけである。

総 括

結核菌の薬剤耐性検査にあたり,計数しうる集落数水

準において耐性の完全,不 完全を判定しようとする目的

に対して接種される菌液中の菌の分散を考慮すべきこと

を述べ,推 計学的検討の下に設定された検定図表を用い

る新検定方式を提案し,さ らに耐性検査の実際的意義に

ついて考察を加えた。

この提案によれば使用培地数を1剤1濃 度につき3本

以上とし,発生集落数の平方根平均値を求めて,検 定図

表に当てはめ,完 全耐性なりや否やを判定するのである。

この場合u2=1。0の 検定線を用いれば,完 全耐性を不完

全耐性と誤つて判定する惧れはほとんどないと考えられ

る。
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in the choice of the therapeutic regimen, an accu-

rate determination of complete or incomplete drug 

resistance is actually a matter of great difficulty. 

Here, the present author proposes a new method of



determining complete or incomplete drug resistance 

by using a random sampling method in colony coun-

ting. 

 Methods  : Several series of test media were pre-

pared by adding 1, 10 and 100 mcg/ml of SM or PAS 

and O. 1, 1 and 5 mcg/ml of INH, respectively, to 

1 % Ogawa's egg medium. 

 Cell suspension for the inoculation was prepared 

from organisms cultured on Dubos' agar plant. The 

number of viable unit in this suspension was esti-

mated by Murohashi's malachite-green-fuchsin 

staining method, and based on this estimation the 

cell suspension was diluted so as to give a number 

of two figures in the anticipated colony count. 

 On five series of the above test media containing 

the drugs together with the controles was inocu-

lated O. 1 ml each of the above cell suspension. 

 Results : As shown in Table 1, fairly large dif-

ference was observed between the number of colon-

ies on 5 slants of the same series. However, un-

biased variance, u2, was rather small in most cases, 

ranging from O. 1 to 1. O. Statistical analysis of the 

distribution of the colony number on five slants re-

vealed that the Poisson distribution was not ado-

ptable owing to the too great deviation. However, 
when the analysis was carried out on the square 

root of the colony number, the distribution resem-

bled to the normal distribution. Therefore, the 

square root of the colony number on every slant 

(1/Xx) was used as the variance. 

 On the other hand, since complete or incomplete 

resistance means about the same or obviously lesser 

colony number on the drug contaning tube as com-

pared with that of the control, examination of the 

significant difference between the mean colony num-

bers of both kinds of the slant seems to be indispe-

nsable for the determination of the degree of re-

sistance. 

Therefore, the formula 

(x1—x2)2 >NF-1(a) , a= 0. 05.........( 1 ) 
u2I N 

was adopted for the examination. Here, x1 stands for 

the mean value of the sum of the square root of

colony number on control tubes and x2 for that of 

the drug-containing tubes. If the formula (1) holds 

good, x1 and x2 are accepted as significantly differ-
ent. Then, values of x2 were calculated against 

the assumed values of x1 employing formula (1) in 

the cases of the unbiased variance of 1. 0, O. 5 and 

O. 2, respectively and the results were presented in 

Table 2 and Fig. 3. 

 By the use of the assay diagram shown in Fig_ 

3, the distinction between the complete and the in-

complete resistance becomes very easy. Namely, if 

the mean of the square root of colony number on 

drug containing media (x2) on X axis is less than 

x2', i. e. x2<x21, the result is decided as incomplete 

resistance, r and if x2 is bigger than x2', i. e. x2> 

x'2, complete resistance, R. 

 Number of the slant to be used : As the colony 

numbers on 5 slants listed in Table 1 were obtained 

from a randomly selected sample, colony number on 

the first 2 or 3 slants were used for the analysis. 

Results examined by employing the assay diagram 

(Fig. 3) revealed that if more than 3 slants were 
used in the sensitivity test, the results would be 

available, without big errors, for deciding whether 

the dergree of resistance was complete or incom-

plete. However, if 1 or 2 slants were used, it was 
impossible to make correct decision of the results, 

unless the bacterial suspension was so homogeneous 

that the unbiased variance, u2, was less than O. 5. 

 Summary : It seems very difficult in the daily 

practice to carry out the drug sensitivity test of 
tubercle bacilli quantitatively as precisely as pos 

sible. So long as the results of sensitivity test are 

used only as the reference for the treatment of the 

patients, this purpose will be sufficiently attained_ 

by the comparison of the degree of growth on the 

media, and too detailed examination as related in 

the present paper may be unnecessary. However, 

in order to see the degree of the resistance as pre-

cisely as possible by the comparison of countable 

colony number, the present author wishes to pro-

pose a new stochastical method related above employ-

ing more than 3 slants in one series in the test.


