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結核菌のKanamycin(KM)耐 性検査法は,昭 和33

年に検査指針!)お よび小川2>に よるKirchner寒 天培地

(寒天培地)法 と東村s)～5)による1%小 川培地(卵 培地)

法 とが発表されて以来種々論議の対象となつている。こ

れらの方法を実用するにさいしてのKM耐 性の境界 に

ついては,卵 培地では東村など4)が"actualcount法"

耐性検査によつて50Pt9/mlを 耐性の箋界とした。 しか

し実用的には50Ptg/mlを 設けることはやや 複雑 なの

で,100Ptg/mlと す ることを提唱した。また東村6)は 臨

床の実用には寒天培地やactualcount法 でな くても,

1%小 川培地を用いるroutine法 で十分事足 りるとし,

そ の臨床耐性の境界を100μ91mlと した。ただし,こ の

100μ8耐 性はいわゆる完全耐性では な く,100μg/ml

培地にかなりの発育を示す線をとつている(原 著参照)。

この所見はその後,田 坂ηにより追試承認された。また

東村8)は卵培地によりKM耐 性出現形式や耐性の持続性

などを検討している。一方,寒 天培地を用いたさいの耐

性境界については観察が乏しかつたが,最 近五味など9)

に よりKM5μ9/mlの 線が考えられるにいたつた。

上述のごとく,KM耐 性検査には卵培地法と寒天培地

法 とがあるが,両 者の比較研究が行なわれなかつたこと

は全く奇妙な現象であつた。 東村5>は両 者の簡単 な比

較を行なつて,卵 培 地法 と寒天培地法の耐性度の比が

おおよそ10二1に なることを述べた◎ しか し系統的組織

的な比較研究は昭和37年 にいたつて,中 井などの国立

療養所特殊研究班10>によつて行なわれた。中井などの示

す成績では手技の容易さや雑菌混入率の点で,卵 培地法

のほうがややすぐれている成績が示された。われわれは

これとはやや趣きを異に して,わ れわれが常用 している

渦巻白金耳法11)12)を用いた卵培地法とピペット接種によ

る寒天培地法 とを比較 したが,こ の両者は接種量や前処

理法が異なるので,主 たる目的を両者の耐性度の比較に

おいた◎

比 較 の 方 法

両者の比較は可及的同条件で行な うのが望ましい◎ こ

の点では中井など三。)のごとく間接法で比較するのがよい

かもしれぬが,こ こでは直接法の比較を行なつた。この

さいも,喀疾の処理法を同じにし,接種量も等しくするの・

が妥当と思われるが,こ こでは実際に現在常用されてい

る方法をとつたので,寒 天培地は中和を行ないかつ接種

量をO.1mlと し,卵 培地は中和を行なわずに接種量を

O.02mlと した◎すなわち,条 件としては卵培地法にか

なり不利な条件とした◎ これは寒天培地の操作がやや面

倒なので,こ の条件の卵培地法で大差ない成績が得られ.

れぽ操作の簡単な方法を とつてもよいと考えたからであ

る。また主目的は両者の耐性度の比較にあるので,一 方

に不利な条件でも差支えない思つたからでる。 したが〈〉

て両者の優劣の判定のためには,さ らに条件を同じくし

て,す なわち,中 和した喀疾を等量ずつ両培地に接種 し

て比較することが必要と思われる◎

検査対象:国 立療養所大府荘入院中の患者で過去に堵

養陽性の患者90名 を とつた◎ うち34名 は既往にKMを

使用 しているが,量 および併用薬剤を異に している。也

の50名 は問診で既往にKM使 用のないものであるが,

両者の区別は厳密なものとはいえない◎ それはKM未

使用 という者の中には,過 去のKM使 用 を黙秘するも

のがあるからである(検 査後の耐性からこのような例を

1例 見出だした)。

検査方法:喀 疾の処理は原法 とはやや異なる◎すなわ

ち,1コ 疾にほぼ等量の4%NaOHを 加えて10分 間均一

等化し,そ の原液を渦巻白金耳でO.02mlず つ 一一連 の

KM濃 度を含む1%小 川培地に接種し,こ れをroutine

法 とした。 次に,喀 疾均等液を生理食塩水で10倍 段階

に希釈 し,原 液,100倍 希 釈液,1,000倍 希釈液の3種

からO.02mZず つを渦巻白金耳で塗抹するのを,actual

ceunt法 とした。これら卵培地使用の2法 ではただちに

ゴム栓を施して,30℃ に6週 培養 した。 一一方,寒 天培

地法の方は,喀 疾原液に8%HCIを 加えて中和 し(ア

ルカリ加喀疾液の約1/4量 で中和される),そ のo.1ml'

を寒天培地に流 し込み,フ ラン器に48時 間入れ て培地

面を乾燥させたのち,ゴ ム栓をつけて6週 培養 した。中1

Michio TSUKAMURA, Eibun KASAI and Sumio TSUKAMURA (The Obuso National Sanatorium, 

Obu-cho, Chita-gun, Aichi Prefecture, Japan) : Comparison Between Egg Medium and Kirchner 

Agar Medium for the Direct Method of Kanamycin Resistance Test.-Kekkaku, 38 (6) : 219—'223, 1963.
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・和はphenolredを 指示薬 として行なつた。
、

卵培地のroutine法 と比較すると,寒 天培 地法はド

(a)培 地の調製に無菌操作を必要 としや や 面 倒 で,

(b)培 地材料がはるかに高価で,血 清がやや入手 しが

た く,(c)中 和を要する点および2昼 夜の培地乾燥後

にゴム栓にかえる点で,操 作はかな り複雑となる。寒天

培 地の材料 としては,精 製寒天を含む極東寒天培地を用

い,血 清は栄研から直接購入 した◎

KM濃 度は卵培地の濃度系列は寒天培 地の10倍 とし

一た
◎組成については表1参 照。

Table1.MethodofKana滋ycinResist鋤ceTest

が,actualcou批 法 で調べると案外対照 と大差ない発育

1がみられることが多い)。 対照培地で数百の分離集 落を

示す場合は,急 に集落数が減少する前の段階をとる(100

～150以 上 の集落を示す濃度)。 対照培地に5～150集 落

を示 した場合は発育の最高濃度をとつた。(注:通 常わ

れわれは10～150を とつているが,こ の場合にかぎり5

までとつた。これを入れたために寒天培地の成功例が卵

培地よ り1例 多くなつた◎もし常法のごとく10～150を

とれぽ,成 功率は同率となる。とくに5ま でとつたのは,

数 コの集落が寒天培地で10μ81嘱 まで生えたからであ

る。
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判定:``actualcount法"の 判定方法は既報3)4)の

とお りで,対 照培地に10～150集 落を示す系列(50に 近

、・ものをとる)で,発 育を示す最高KM濃 度をとつて

耐性度とした。

卵培地および寒天培地のroutine法 では,そ の成 績

を 可及的``actualcount法"に 近づけるために,通 常

の完全耐性度をとらずに次の判定を用いた。 これは常法

の完全耐性度をとつたのでは,よ り真に近い完全耐性度

(actualcount法 で対照の50%以 上 の集落発生を示す

濃度)と かなりくいちが うためである(安 保,東 村18))。

(注 二いわゆるactualcount法 で集落数が50%か ど う

か一度計算するのも面倒でするし,ど うせある線で割 り

切 らねばならぬと考 えて またこの50%が 必ず しも

非常に正確とはいえないし,集 落数の多少にかかわ

らず,集 落発生を認める最高濃度をとつて耐性度として

いる。)

対照培地に集落融合または一部融合を示す場合は数百

の分離集落(検 査指針の升)を示す濃度をとつて耐性度 と

す る。(注;こ の場合はふつ う不完全耐性とされている

成績ならびに考察

1.卵 培地法 と寒天培地法の耐性 度 の 比 較 卵培 地

routine法,actualcount法,寒 天培地法の3方 法

の全部で耐性測定ができたのは77例 であつた(77/90)。

失敗例の大部分は集落数が0～2く らいで耐性測定不能

例であるが,卵 培地法のみで測定できたものが1例 寒

天培地法のみで測定できたものが2例 あつた。卵培地と

寒天培地の耐性度を比較するためにプロットしたのが図

1お よび2で ある。

この図から打点の大部分がほぼ対角線上近 くにあるこ

とが分かるので,卵 培地の耐性度 と寒天培地の耐性度の

比がおおよそ10:1に 近 いことが推察される。両者の相

関は卵培地actualcount法 と寒天培地の間のほうが,

r◎uti擁e法 と寒天培地よ りもややきれいに並んでいるご

とくみえる。
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Fig.2.ComparisonbetweenEggMedium

Method(ActualCountMethod>and

KlrchnerAgarMediumMeth◎d
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KM未 使用者の耐性度は両者共通の例外2例(卵 培地

で100μ8耐 性,寒 天培地で10μ8耐 性)を 除けば,

卵培地法で5～20μg耐 性,寒 天培地法で0.5～5μ8耐

性法の範囲に入る◎actualcount法 とr◎uti諏e法 の間

でバラツキの差が少ないのは前述の判定法をとつたため

、で,ふ つうの完全耐性をとるとroutine法 では卵培地,

寒天培地ともパラツキがひどくなる◎こうした判定法は

少しなれれば容易で,routine法 の成績からactualcount

法 の成績をほぼ的確に予言することが可能である。要は

対照に比 して発育が急激に減じる前の段階をとればよい。

発育状態はかなりのプレがあるから,み かけ上の完全耐

性にこだわるとかえつて誤 りの原 因 とな る◎actual

cou就 法 の利点は判定が明確で主観の入る余地がないこ

とにあるといえよう◎

(a)い ま,卵 培地routine法 のKM耐 性 の定義を

100μ8耐 性ととり(東 村6)),寒 天培地の耐性の定義を

10μ8耐 性 ととれば,図1か ら3例 の例外を除いて,耐

性,非 耐性の判定は両者で一致 する。 一致 率は74/77

(=96%)で ある。

(b)卵 培地actualcount法 のKM耐 性 を50μ8

耐性とし(東 村3)4)),寒 天培地での耐性を10μg耐 性 と

すれぽ,両 者の一致率は同 じく96%(74/77)と なる。

すなわち,卵 培地法と寒天培地法の判定は非常によく

一致する
。

本報では耐性の段階を細かくとつたが,か んたんに卵

培地でKMlooμ8加z,寒 天培地で10μ8加zを とつた

としても,耐 性の判定は両者でよく一致す る◎ 卵 培 地

muthe法 と寒天培地法の一致率は上述 と同 じく96%

(74/77)で あ る。KMlooμ9/〃 霧zのみをとつて,50μ81

甥1を とらないと,卵 培地actualcount法 の判定はや

やきつくなるため,一 致率は94%(72/77)と なる。 な

Table2.ComparisonBetweenEggMediumandModi且edKirchnerAgar

MediumfortheDirectMethodofKanamycinDrugResistanceTest

Mediu鵬inocuユ3tlo繍

Rateofsucces$in

reSiStanCeteSt

Numberofcasesread

aska徽amycinresistance

Ratioof

agreementinreading
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levelread(μglm1)

(Averagein64cases)

Numberofcontaminated

cases
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へ 　 メ77
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Eg9蹴edi犠m
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XX77

74
77(96%)

8.7

1.0

15
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15

90

551

90
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0.15

26

90

銘
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辞Eg9血ediu醜 鶏ethodhadaha箆dicapi捻 犠seofa1esssizeofiaocu1田 筑a無dinoπ}is-

s気oaofneutra裏izatio簸ofalkalizedsputum.

癖Successinthree斑ethods:77cases
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×xRessta溢cemoretha漉50μ 、gofkana蹴y¢i箆pefm1.

xx×Resgtaaceπ 竃oretha識10μgofka笠a1雄yciaper斑1.



お,五 味ら9)のい うごとくKM5μ8耐 性を耐性と判定

すると卵培地との不一致がかな りふえる。したがつて卵

培地の成績から考えると,KM5μ8を 耐性 とするのは

やや甘い定義であるように思われる。

上述のごとく,卵 培地法と寒天培地法の判定ははなは

だよい一致率を示すのであるが,少 数の例外が経験され

る。たとえぽ卵培地actualcount法 でKM20μ9耐 性

のものが,寒 天培地で100μg耐 性とでるものがあ り,

また卵培地で50μg耐 性であ りながら寒天培地で2μ8

耐性にすぎぬものもある。これらの不一致は実験のエラ

ーかもしれないが,卵 培地と寒天培地とでその態度を異

にする菌の存在の可能性も否定できない。この点向後の

検討を要する◎

2.耐 性測定の成功率

成功率は表2の ごとく,卵 培地781go,寒 天培地79!gb

で後者が1例 多いが,こ の1例 は寒天培地で5集 落を示

す例であつた。他に寒天培地でのみ1～2集 落を対照培

地に示 した例が2例 ある。 一方,卵 培地でのみ60集 落

以上を示 し,寒 天培地で全然発育のないものが1例 あつ

た。また逆の場合も1例 あつた。寒天培地で1～5集 落

のものが3例 あつたのは,寒 天培地の接種量が 約4倍

(量は5倍 であるが,中 和のさいの希釈を補正すると約

4倍 となる)で あつたためと,中 和を行なつたためと思

われる。このような条件で寒天培地が有利であつたとは

いえ,精 製寒天と血清を用いた寒天培地の発育は意外に

よかつたことは注目される。 しかし発育量や集落数の点

では卵培地に劣つた◎

前に著者は粉末寒天(検 査指針の指定は粉末寒天)と

アルブミンを用いた寒天培地を用い,そ の発育量,検 出

成績が卵培地にはるかに劣ることを経験 した。 したがつ

て,寒 天培地を用いるさいには寒天の種類に細心の注意

を払い,か つ血清を使用することが必要と思われる。こ

うした寒天培地が優秀なものであることは疑いないが,

一方では操作が繁雑で経費を要する
。しかしなぜ操作が

かんたんな卵培地を用いないのか(検 査指針によれば)

ということも同時に起こる疑問である。

なお卵培地(わ れわれの処では最近はL6wenstein変

法培地塒を用いている)と 寒天培地との優劣は同一処理

を行なつた喀疾液(中 和したもの)を 同量接種 して比較

検討する必要がある。

3・ 卵培地とKirchner寒 天培地の耐性度の比

各例について両者の耐性度の比を出し,こ れ を 平 均

(64例)す ると(た だし卵培地1,000Ptg耐 性,寒 天培地

100μ8耐 性の例は除外 した),卵 培地actualcount法:

寒天培地=8.Z卵 培地routine法:寒 天培地法=8。2

で,卵 培地の耐性度は寒天培地のそれの8～9倍 である。

4.発 育量

発育量および集落数は卵培地(routine法)の ほうが

寒天培地より多い。この結果は,卵 培地のほ うに接種量

1/4,中 和 なしのハンディキャップをつけたに もか かわ

らず,こ の成績が得られた◎ただし検出率は接種量の多

い寒天培地のほうがやや大きい傾向を示 した。(5%危

険率では差は有意でない)

5.雑 菌混入率

雑菌混入率は各例9本(actualcount法 では27本)

の中で1本 でも汚染したものを数えた。前 処理 を4%

NaOH等 量 としたためか,雑 菌混入率はやや高かつたが

卵培地のほうが明らかに寒天培地より少なかつた。(表2)

総 括

以上の成績から,卵 培地法と寒天培地法のKM耐 性

検査成績の判定は非常によく一致することが判明した。

卵培地routine法 でKM100μ8加Z耐 性以上,卵 培地

actualcount法 でKM50ng/ml耐 性以上,寒 天培地法

でKMloμ9/ml耐 性以上をKM耐 性と定義すれば,判

定は96%の 一致率を示 した◎雑菌混入率は卵培地 のほ

うが少なく,菌 の発育量,集 落数も卵培地のほ うがまさ

つた。 したがつて卵培地によるKM耐 性検査は寒天培

地法にまさるとも劣るものではないと考えられ,臨 床実

用の目的には卵培地routine法 で十分事足 りると思われ

る。
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 Comparison Between Egg Medium and Kirchner 

Agar Medium for the Direct Method of  Kanamy-

cin Resistance Test 
"Routine method " (Tsukamura

, M. : Kekkaku, 
35 : 109-112, 1960) and "actual count method " 

(Tsukamura, M. : Med. & Biol., 49 : 87-90, 1958; 

Tsukamura, M., Abo, T., and Katsunuma, R.: Kek-

kaku, 34 : 625-633, 1959) of kanamycin resistance 

test by egg medium proposed by the authors were 

compared with the Kirchner agar method proposed 

by the Committee for Resistance Tests (Eiseikensa-

shishin, 1958). Some modification in method was 

made to use the same sputum specimen for these 

two media. Some handicap was given to the egg 

medium method to compensate for a smaller size of 

inoculum and omission of neutralization of sputum. 

 Sputa were added with about one volume of 4 % 

NaOH and homogenized. The resulting alkaline 

sputum fluid was inoculated to Ogawa's egg medium 

with a spiral loop delivering O. 02 ml (routine meth-

od). The sputum fluid was then diluted to give 

10-2 and 10-s dilutions. Each 0. 02 ml sample of 

these dilutions and the original sputum fluid (10°, 

10-2 and 10-3) were inoculated with the spiral loop 

to egg medium containing graded concentrations of 

kanamycin (see Figures). The media inoculated 

were stoppered with rubber cap immediately and 

incubated at 37°C for 6 weeks. On the other hand, 

a series of Kirchner agar medium were inoculated 

with 0. 1 ml sample of the original sputum fluid 

neutralized by the addition of 8 % HC1 (phenol red 

was used as an indicator). The tubes were incu-

bated for 48 hours to dry up the medium surface 

and then stoppered. Thereafter the incubation was 

made at 37°C for 6 weeks. 

 Determination of resistance levels was made as 

follows : (Routine method in egg medium and Kir-

chner agar medium) If growth was totally or par-

tially confluent in control medium, the highest con-

centration of drug on which many discrete colonies 

grew was taken as the resistance level. If growth 

was consisted of many discrete colonies in control 

medium, the highest concentration on which more 

than 150 colonies grew was taken as the resistance 

level, and if growth was less than 150 colonies in 

control medium, the highest concentration on which 

any growth took place as the resistane level. (Ac-

tual count method) Resistance level was expressed 

as the highest concentration on which small inocula 

as will produce 10 to 150 colonies can give any 

growth. According to our experience previously 

descrived (Abo, T., and Tsukamura, M.: Kekkaku, 

36 : 129-131, 1961), the above method of determi-

nation was adopted so as to obtain, by routine meth-

ods, the results as similar as possible to those by 

the actual count method. 

 The results are shown in Figures 1 and 2 and 

Table 2. 

 The resistance tests agreed well among these three 

methods only when the above criterion was applied, 

but not in the case when the usual " complete resist-

ance level " was employed, the latter having been 

proved as indicating no real complete resistance le-

vel by the actual count method. Data regarding 

resistance determination agreed at a rate of 96 per 

cent between the egg medium mthod and the Kir-

chner agar method. Resistance level of 100 mg/m1 

by the egg medium method, which was described 

by the authors previously as the resistance level 

from the clinical view points, was regarded as equiv-

alent to 10 ug/ml level by the Kirchner agar me-

thod. The egg medium showed less contamination 

rate (Table 2). 

 Since the egg medium method is readily utili-

zable, the routine method by egg medium is suit-

able for clinical purposes.


