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結核菌の耐性検査には,わ が国以外の諸外国ではL6-

wenstein-Jensen培 地1)が 広 く使用されているのに対 し

て,わ が国では1%小 川培地2)が 使用されることが多い

(主 として間接法に用いられるが,国 療大府荘では直接

法に用いている)3)～8)。したがつて,わ れわれの使用 して

いる方法で の 耐性検査成績が世界的な標準法(LOwen-

stein-Jensen培 地に中和喀疾液を接種する方法)と 比較

していかなる関係にあるかを知つておく必要がする。し

たがつて,こ の研究はわれわれの1%小 川培地直接法が

どの程度まで標準法と一致するかを知るため に 行 な つ

たっ

方 法

1%小 川 培 地 お よびL6wenstein-Jensen培 地(以 下

L-J培 地)は と もに 試 験 管(17-18×170mm)に8ml

ず つ 分 注 し,90℃60分 滅 菌 した 。 薬 剤 は滅 菌 前 に 添 加

し,添 加濃 度 を そ の ま ま表 示 した 。

喀疾に等量の4%NaOH液 を加え,37℃ に20～30

分放置 して液化 し,ま ずその0.02mlを 渦巻白金耳8)で

1%小 川培地に接種した。ついで0.04%phenolredを

2滴 指示薬として加え,20%HC1液 を滴加 して中和 し,

その0.1mlを ピペットでL-J培 地 に接種 した°両培

地ともに37℃6週 間培養したのち,発 育を判定 した。

使用した薬剤濃度は表1に 示したとお りである。

成 績

(1)　 耐性度の比較

発育程度を次の5段 階に分けて,対 照培地と同程度ま

たはそれ より一段階低い発育を示す最高濃度を耐性度と

定義した。発育:帯:全 面的膜状発育;什:一 部集落融

合;十:多 数の分離集落(151以 上);実 数:分 離集落

51～150;実 数:分 離集落50以 下。対照培地の集落数が

150以 下 の場合は発育を示す最高濃度をとる。

耐性度の比較成績は表1の とお りで,大 部分の場合、

両者の耐性度判定はよく一致 し,一 致率は80～93%に

達 した。ただ し,viomycin(VM)の 場合のみ一致率が

Table 1. Comparison of the Degree of Drug 
Resistance in Tubercle Bacilli Contained 

in Sputa Determined by 1% Ogawa 
Medium (Direct Method without 

Neutralization) with That by 
LOwenstein-Jensen Medium 

(Direct Method with
Neutralization)

A=Direct method by use of 1% Ogawa medium wit

hout neutralization procedure. 

B=Direct method by use of LOwen.stein-Jensen me

dium with neutralization procedure. 

Drug concentrations used for comparison are as follows: 

SM (dihydrostreptomycin sulfate) =0; 10; 100; 1,000ƒÊg/ml; 

PAS (sodium p-aminosalicylate)=0; 1; 10; 100ƒÊg/ml; 

INH (isoniazid)=0; 0.1; 1; 10ƒÊg/ml; 

KM (kanamycin sulfate)=0; 25; 50; 100ƒÊg/ml; 

1314 TH (ethionamide) =0; 10; 20; 30; 50; 100ƒÊg/ml; 

CS (cycloserine)=0; 25; 50; 100ƒÊ,g/ml; 

VM (viomycin sulfate)=0; 25; 50; 100ƒÊg/ml;
" Resistance degree" was read as the highest concen

tration, on which either growth similar to control or 

one-step less growth than control was observed(Criteria 

of growth are shown in table 2).

低い。不一致の場合は大部分,1%小 川培地 の成 績 が

L-J培 地の成績より高く出たためである。(表1)

(2)　 耐性または感性の判定がどの程度一致するか

いま,次の濃度を「限界濃度」(critical concentrations)
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としてとり,こ の濃度に対照と同程度または一段階低い

発育を示す場合を 「耐性」と定義することとした。限界

濃 度に上述の発育が認められ ない場合 が 「感性」とな

る。

「限 界 濃 度 」:dihydrostreptomycin(SM)10γ ノml;

PAS-Na 1γ/ml; INHO. 1γ/ml; kanamycin. (KM)

 100γ/ml; ethionamide, 30γ/ml; cycloserine(CS),

 25γ/ml; viomycin(VM), 25 (ま た は50) γ/ml。

この定義で 「耐性」または 「感性」の判定を行なうと,

表2の 結果が得られた。すなわち,両 者での 「耐性」ま

Table 2. Comparison of the Rate of Resistance 
Cases Determined by 1% Ogawa Medium 

without Neutralization Procedure with 
that by Ldwenstein-Jensen Medium 

with Neutralization Procedure 
(Both the Direct Methods)

Method A=Direct method by 1% Ogawa medium with. 

out neutralization procedure. 

Method B=Direct method by Ldwenstein-Jensen me

dium with neutralization procedure. 

Resistance "was defined as any growth similar to con . 

trol or one-step less growth than control on the follow 

ing critical  concentrations: SM 10ƒÊg/ml; PAS 1ƒÊg/

ml; INH 0.1ƒÊ/ml; KM100 ƒÊg/ml; 1314 TH 30ƒÊg/ml; 

CS 25ƒÊg/ml; VM 25 (or 50)ƒÊg/ml.

 Growth was classified into the following criteria: 

fi-: confluent growth;H-: partially confluent growth;

+: many discrete colonies (more than 151); actual 

number: discrete colonies (less than 150); actual num

ber: discrete colonies (less than fifty).

たは「感性」の判定は大部分でよく一致し,一 致率90～

99%に 達 した。ただ しVMに っいては、この場合も一

致率がやや悪い。VM耐 性の 「限界濃度」を ど こ に と

るべきかは明らか で な い が,25γ/m1を とるよりも,

50γ/mlを とつたほうが一致率はよくなる。 不一致の場

合の大部分は,や は り,1%小 川培地で 「耐性」,L―J培

地で 「感性」となつた例が多く,こ の場合も1%小 川培

地での耐性判定がやや高 くでる傾向があることがうかが

1われる。

考 察

上 述 の 比 較 は 喀 痰 に つ い てで あ るが,M.tuberculosis

H37Rv株 お よ び青 山B株 を用 い て,試 験 管 内 実験 で比 較

す る と(actualcount法5)6)),最 小 発 育 阻 止 濃 度 はSM

お よびKMで2～4倍, CS, PAS, VMで2倍,1%小

川 培 地 の ほ うが 高 くで る。INH と ethionarnide につ い

て は大 差 が な い9)。

1%小 川培地とL-J培 地の組成で注目され るの は,

前者のほ うが約2倍 量のKH2PO4を 含有する ことであ

る。SMの 抗菌作用が燐酸塩の存在で減弱する ことは

Donovickな ど10)によ り報告され,KMお よびVMの

燐酸塩による抗菌作用の減弱は東村(道)11)に より,CS

の抗菌力減弱はB6nicke12)に よ り報告されているので,

燐 酸塩の量の差が成績に影響を与えていることが想像 さ

れる。

しかるに喀痰について検討 した場合には,上 記のごと

く,両 培地の成績は比較的よく一致する。 も ち ろん,

1%小 川培地のほうが耐性度が高 くでる傾向は認められ

た。しか し,こ の傾向は基礎的比較で差がないINHお

よびethionamideに つ いても多少とも認められるので,

この説明は簡単ではない。一つには,1%小 川培地非中

和法での結核菌の発育が,L-J培 地中和法での発育より

も若干よい傾向にあることが関係しているか も しれ な

い。先にわれわれが提唱したrLowenstein変 法培地」13)

では菌の発育は1%小 川培地法よりややまさる傾向があ

る。しかし,Lowenstein変 法培地と1%小 川培地との

耐性度は基礎的実験でほとんど差がない。喀痰について

も耐性度の差 もほとんどないようにみられる。

以上,要 するに喀痰の場合では成績判定の差は少なく,

実用的には両者をほぼ一様に判断してよいように思われ

る。 しか し,1%小 川培地のほ うが若干耐性度が高 くで

る傾向があることは気をつけるべきであろう。そ して,

この理由として燐酸塩の量が関係 していることが考えら

れるが,要 因は複雑のようで,一 義的に燐酸塩量のみで

説明することもできないように思われる。

喀痰の場合に,1%小 川培地 とL-」 培地の耐性度の

比較成績がほとんど一致する理由については次のように

考えられる(前 述のように1%小 川培地のほ うが若干耐

性度が高くでる傾向はあるが)。 この主な原因は,使 用

した薬剤濃度が厳密な 「限界濃度」よりやや高めにとつ

てあることが関係しているように思われる。たとえば,

INHの 場合,感 性株(H37Rv,青 山B)の 最小発育阻止

濃度は1%小 川培地でもL-J培 地 でも0.03γ/mlで あ

るが,わ れわれは 「限界濃度」 として0.1γ/mlを とつ

た。 また,PASの 場合の最小発育阻止濃度は1%小 川

培地で0.1～0.2γ/ml,L-J培 地で0.05～0.1γ/mlで

あるが,わ れわれは喀痰では1γ/mlを とつたQKMで
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は最小発育阻止濃度は1%小 川培地で25γ/ml,L-J培

地 で4～8γ/mlで あ るが,「 限界濃 度」は100γ/mlを

とつた。このように,「 限界濃度」を最小発育阻止濃 度

よりやや高めにとることは(た だし高くとりすぎてはな

らないが),け つして不合理ではなく,む しろ合理的で

あると思われる。なぜならば,耐 性の上昇は決して漸増

的に起 こるものではなく,ほ とんど常にとびとびに起 こ

るか らである(東 村道雄14))。た とえば,上 記のINH,

PASの 場 合,最 小発育阻止濃度に発育しうる菌はINH

O.1γ/mlま たはPAS2～3γ/mlま で耐性であつて,耐

性度の上昇はINHO.02γ/ml→0.1γ/ml、PASO.1γ/ml

→2γ/mlの ごとく 「躍進的」に起こるからである。KM

の場合でも,一 たん耐性菌が出現する場合には速やかに

100γ/ml耐 性菌が出現し,中 聞耐性の時期は認 め が た

い6)。以上のごとく,耐 性の上昇がとびとび であること

が,1%小 川培地とL-J培 地で比較的よく成績が一致

した原因であ り,ま た わ れわれがやや高めの 「限界濃

度」を採用しうる理由であるように思われる。

総 括

喀痰についての直接法で,1%小 川培地法(非 中和喀

淡接種)とLowenstein-Jensen培 地法(中 和喀疾接種)

との耐性度を比較すると両者の成績は比較的よく一致し

た。したがつて,こ こでわれわれが採用 したごとき濃度

を 「限界濃度」として用いた場合,両 者の成績をほぼ相

並行するものと考えてよいと思われる。
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Comparison of Drug Resistance Determination 

between "1% Ogawa Medium" and "LOwenstein
-Jensen Medium" (Examination of Sputum) .

The drug resistance test for tubercle bacilli is 

being made in many countries by use of ',Owen

stein-Jensen mediuml), whereas in this country it 

is made usually by use of 1% Ogawa medium2) 

(usually for indirect method, but also for direct me
thod in our laboratory3)-8). It is now desirable to 

know is the relation between the data on these two 

media. The purpose of this study is to deal with 

this.

Methods

The composition of 1% Ogawa medium is as fol

low: besal solution (1% KH2PO4 and 1% sodium 

glutamate), 100ml.; whole eggs, 200ml.; glycerin,

 6ml.; 2% malachite green solution, 6ml . (pH6. 8)..
Both the media, 1% Ogawa medium and LOwen 

stein-Jensen medium, were poured in 8ml . quanti

ties into tubes, 17 to 18x170mm
, and slanted by 

sterlization at 90•Ž for 60 minutes . The drug used' 

were added prior to sterilization and expressed as . 

the added concentrations themselves.

 Specimens of sputum were added with about one

volume of 4% NaOH solution and allowed to stand

at 37•Ž for 20 to 30minutes. The sputum specimens. 

thus homogenized were inoculated to 1% Ogawa _ 

medium (before neutralization process) with a spiral . 

loop delivering 0.02ml8). The specimens were then 

neutralized by addition of 20% HC1 solution, using. 

phenol red as indicator, and inoculated to LOwen

stein-Jensen medium by pipette (0.1ml. per tube). 

The tubes inoculated were incubated at 37•Ž for
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46 weeks and the growth was observed.

Results

(1) The degrees of resistance obtained on "1% 

Ogawa medium" concerning the resistances to strepto

mycin, PAS, isoniazid, kanamycin, ethionamide, 

viomycin and cycloserine agreed with the degrees 

,obtained on "LOwenstein-Jensen medium" at rates 

of 80 to 90% (table1), although there was a tend

,ency that the degrees on 1% Ogawa medium were 

somewhat higher than those on LOwenstein-Jensen 

medium.

(2) When the concentrations shown in table 2 

were taken as the critical concentrations, the defini

tion of "resistance " or "sensitiveness" was well

-agreed on both media and the rates of agreement 

were 90 to 99% in with the exception of viomycin 

resistance. In the case of viomycin resistance, the 

rate of agreement was 77% when one has taken 

25,ƒÊg/ml. as the critical concentration and it was 

28% when taken 50ƒÊg/ml. as the critical one.

(3) In view of the above results, it is considered 
tthat the data obtained on 1% Ogawa medium by

 direct method of the drug resistance test (without 

neutralization procedure) agree in most cases with 

the data obtained by the standard method, in which 

LOwenstein-Jensen medium was used with neutrali

zation procedure of sputum specimens.

(4) The comparative studies on the drug resist
ance degrees of M. tuberculosis, H37Rv and Aoyama-B 

strains, revealed that resistance degreesto strepto

mycin and to kanamycin appeared 2 to 4 times hig

her on 1% Ogawa medium than did on LOwenstein

Jensen medium, resistance degrees to PAS, viomycin 

and cycloserine appeared 2 times higher on 1% 

Ogawa medium than on LOwenstein-Jensen medium, 

and resistance degrees to ethionamide and to iso

niazid appeared similar on the both media. Never

theless, the above comparison dealing with sputa 

specimens agreed well on the both media. It is sug

gested that this good agreement is derived from the 

following: A little higher concentrations than the 

critical concentrations determined exactly in in vitro 

studies were taken as the critical concentrations for 

sputum specimens.


