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The thin agar diffusion method, using rapidly growing saprophytic mycobacteria or mala

chite-green low-sensitive bacteria as test organisms, was applied to the assay of microbiologically 

active concentrations in the sensitivity test media for antituberculous agents.

1) In the experiment, tested agents, basal media, applied test organisms and the resulted 

assayable ranges were as follows:

INH, Ogawa's 3% KH2PO4 egg medium, Mycob. H-7,>0.08ƒÊg/ml.

Ethambutol, Ogawa's 3% KH2PO4 egg medium, Mycob. H-7,>1ƒÊg/ml.

Ethionamide, Ogawa's 3% KH2PO4 egg medium, Mycob. 238,>20ƒÊg/ml.

Kirchner's agar medium, Mycob. 238,>5ƒÊg/ml.

Sulfisoxazole, Ogawa's 3% KH2PO4 egg medium, Mycob. H-7 or E. coli K-12,>10ƒÊg/ml.

Cycloserin, Kirchner's agar medium, Mycob. H-7 or E. coli K-B,>20ƒÊg/ml.

Viomycin, Kirchner's agar medium, Mycob. H-7,>10ƒÊg/ml.

Kanamycin, Kirchner's agar medium, Mycob. H-7, E. coli K-B or Kleb. PCI 602,>5ƒÊg/ml.

Streptomycin, Ogawa's 3% KH2PO4 egg medium, Mycob. H-7 or Kleb. PCI 602,>5

Capreomycin, Kirchner's agar medium, Mycob. 11-7,>10g/ml.

2) Stabilities of the antituberculous agents in the sensitivity test media during storage 

were determined by these methods.

Streptomycin and sulfisoxazole were highly stable, without any remarkable deteriorations 

even after 6 months' storage at 37•Ž. Kanamycin, ethambutol, viomycin and capreomycin kept 

their active concentrations at 4•Ž but were remarkably deteriorated at 37•Ž during 6 months' 

storage. INH (5, 1,ƒÊg/ml) was stable at 4•Ž but unstable at 37•Ž during 3 months. Ethiona

mide, cycloserin and INH (0.1ƒÊg/ml) decreased in their active concentrations at 4•Ž during 

3 months.

*From Niigata Railway Hospital
, 104-3, Ryusakuba, Niigata, Japan.

結 核 耐性 培 地 の 力 価 測 定 法 と して は,そ の 培 地 の 使 用

目的 か ら微生 物 学 的 方 法 が 適 当 と考 え られ る 。結 核 耐性

培地 の 力価 もStreptomycin, Kanamycin, Viomycin,

 Cycloserinな どは,当 然 抗 生 物 質 製 剤 基 準1)に よるBio-

assayで 測 定 可能 と思 わ れ た。 これ らの耐 性 培地 の検 定

法 と して はStreptomycinに つ い て は 猪 野2),Kanamy-

cinに つ い て岩 田 ら3)の 報 告 もあ る。 しか し岩 田 らも認

め て い る よ うに,実 際 は 雑菌 防 止 のた め に あ らか じめ 培

地 に 添 加 され て あ るMalachite-green,ま た は私 ども も

今 回 経 験 した こ とで あ る が,基 礎 培 地 と して のKirchner

培地 ま た は そ の 成 分 のAlbuminの 一 部 の市 販 品 に,同

様 な 目的 で 加 え られ て い るPenicillinがB.subtilis PCI
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219, Staphylococcus FDA209P株 な どの 検 定 菌 に 強

い 発 育 阻 止 作 用 を 呈 す るの で,製 剤 基 準 に 掲 載 され て い

る検 定 法 は 必 ず し も適 用 され 難 い こ とが 判 明 した 。

私 ども は さき に迅 速 発 育 型 の 雑 菌 性 抗 酸 菌(rapid

 grower)を 検 定 菌 とす る 薄 層 平 板 拡 散 法 でINH4),E-

tbambutol6),Ethionamide7)な ど抗 結核 剤 の体 液 中 濃 度

測 定 法 な らび に監INH耐 性 培 地 の 力 価 測 定 法5)に つ い て 報

告 した。 この さ い の 検 定 菌 株 は 当 然Malachite-green,

 Penicillinに 感 受 性 が 低 い ので ,結 核 耐 性 培 地 の 力 価 測

定 法 に 役立 つ 可 能 性 が あ る と考 え られ る。 私 ど もは 今 回

PASを 除 くINH, Streptomycin, Kanamycin, Ethio-

namide, Sulfa剤,Ethambutol, Cycloserin, Viomy-

cin, Capreomycinな どの 抗 結 核 剤 耐性 培地 の 力価 を ,

これ らの測 定 法 を用 い2日 以 内 の期 聞 で測 定 し うる こ と

を 知 り,ま た2,3の 薬 剤 に つ い て はMalachite-green

の作 用 を 受 け 難 い 抗 酸 菌 以 外 の菌 株 につ い て も検 定 菌 と

し て の有 用 性 を 検 討 し,さ らに 実 際 に 保 存 に よ る培 地 力

価 の変 動 を 上 記 の方 法 で測 定 した の で報 告 す る。

実 験 材 料

基 礎 培地:3%第 一 燐 酸 カ リ含 有 小 川 培 地,ま た は

Albumin加Kirchner寒 天 培 地(栄 研)pH6.0を 用 い

た 。

耐 性 培地:Table 1の よ うに各 薬剤 ご とに調 製 した 培

地 を検 体 と した。 た だ し標 示 濃 度 は実 際 の含 有(添 加)

濃 度 を 示 した 。

検 定 菌:

1) M.H-7株:私 ど もの 土 壌 か ら 分 離 したINH,

 Ethambutol高 感 受 性 のrapid grower M .H-7株 を,

Ethionamideを 除 くす べ て の 薬 剤 に 対 して 用 い た 。

2) M.238株:同 様 私 ども の土 壌 か ら新 た に 分 離 し

た 雑菌 性 抗 酸 菌 で あ るrapid grower M.238株 をE-

thionamide測 定 に 用 い た 。

3)　 抗 酸 菌 以 外 の菌 株:抗 生 剤 の 検 定菌 と して 用 い ら

れ て い るB. subtilis PCI219,E. coli NIHJ, E. coli K-

Table 1. Sensitivity Test Media Used in the Experiment

12,E. coli K-B, Klebsiella PCI602に つ い て も検 定 菌

と して の 有 用 性 を 検 討 した 。

検 定 用 培 地:

1) M.H-7株 に はAlbumin加Kirchiner寒 天 培 地

(栄 研),ま た はTryptosoy寒 天 培 地(栄 研)に 雑 菌 防

止 の た め にMalachitegreenを0.0005%,Penicillin

を2u/ml程 度 加 え て 使 用 した 。

2) M.238株 に はMueller-Hinton変 法(感 性 デ ィ

ス ク用 培 地-日 水)を 用 い た 。

3)　 そ の 他 の菌 株,す な わ ちE. coli, Klebsiella, B.

 subtilisに はMueller-Hinton変 法(感 性 デ ィス ク用 培

地)を 用 い た 。 な おKanamycin, Streptomycin, Vio-

mycin検 定 に は培 地 のpHは7.8に,Cycloserinに は

pH6.5に 補 正 後 使 用 した 。

実 験 方 法

検 定 菌 液 調 製:

1) M.H-7株,M.238株 は,Tryptosoy寒 天 培 地

また は1%小 川 培地48時 間 培 養 菌 苔2白 金 耳 を 滅 菌 生

食 水2mlに 可 及 的 均 等 に 浮 遊(試 験 管 壁 で十 分 粉 砕 し,

ピペ ッ トで パ ン ピ ング す るな ど して)し て の ち 数 分 間 静

置 し,粗 大菌 塊 の 沈 下 を まつ て 上 層 菌 液 を 接 種菌 液 と し

た 。

2) E. coli, Klebsiellaは 菌 苔1白 金 耳 を2mlの 生

食 水 に 均 等 に浮 遊 じ接 種 液 と した 。

3) B. subtilis PCI219は 約109/mlに 芽 胞 を 含 有 す

る菌 液 を調 製,保 存 して使 用 した。

検 定 平 板 の調 製:

1) M.H-7株 は 溶 解50℃ 程 度 に 保 つ た 前 記 寒 天 培

地 に,前 述 接 種 菌 液 を0.2%に 加 え 混 和 接 種 し,底 の平

らな規 格 型 シ ャ ー レに5ml宛 均 等 に分 注 し,水 平 に お

い て固 め た 。

2) M.238株 は,規 格 型 シ ャー レに あ らか じめ5ml

宛 分 注 した 培 地 上 に,接 種 菌 原 液 を20倍 に 稀 釈 して そ

の1滴(0.03ml程 度)を 滴 下 し,20コ 程 度 の 小 ガ ラ ス

玉(直 径3～5mm)を ゆ りうこか して

均 等に表 面接種 した。

3) E. coli, Klebsiella, B. subtilis

は接種菌 液を0.2%に 溶解 した培地 に

加 え混和 し,5ml宛 規 格 型 シャー レ

に分 注 し水平 に固めた。

被検サ ンプルの調製:

1) Table 2に 示す よ うに被検お よ

び新 たに調製 した標準濃度 の培地 を,

キル クボーラーな どで円柱 ブ戸 ックを

打 ち抜 いて測定用サ ンプル と した。

2)　 た だ し小川培地使 用 の 場 合,

90℃,60分 加熱凝固前後 の 力 価は,
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Table 2. Assay Method for Microbiologically 

 Active Potency in Solid Sensitivity 

Test Medium

INH培 地 測定 に さきに私 どもが用い た と同様 な抽 出法

(Table 3)を 行なつて被 検サ ンプルを作製 した。

検 定 操 作:

1)　 平板 に被検 な らびに標準サ ンプル としての円柱ブ

ロ ックを検定培地 と密着す るよ うに置いた。

2)　 抽出液の場合は平板上に カップを立 て,被 検な ら

び に標準サ ンプルを充た した。

培 養:

1) M.H-7株,M238株 使用平板 は た だ ちに フ卵

器 に入れ,37℃ に48時 間程度培養す る。

2) E. coli, Klebsiella, B. subtilisは4時 間 程 度

15℃ 以下に放置 後,37℃ に12～16時 間培養 した。

力価 測定 法:

出現 した阻止 円を垂直2方 向か ら計 測 しその平均値 を

求 め,半 対数 方眼紙上 に,薬 剤濃度を対 数 目盛で,阻 止

詞 直径を整 数 目盛で と り標準曲線を画いてのち,被 検体

の 阻止円直径に相当す る薬剤濃度を求めて被検濃度 とし

た。

Fig. 1. Antimicrobial Activity of Malachitegreen against Various 

Test Organisms: Relation between Diameter of 

Inhibition Zone and Concentration of Malachitegreen 

by the Thin Agar Diffusion Method

Table 3. Assay Method for Microbiologically 

Active Potency in Solid Egg Sensitivity 

Test Medium after Heating

実 験 成 績

Malachite-greenの 抗 酸菌 以外の検定菌に対す る発育

阻 止 力:

Malachite-greenの 各 種 濃 度 の水 溶 液,Malachite-

greenを0.04%に 含有す る3%小 川培地お よび0.0002%

に含有す るKirchner寒 天培地 の各検定菌 に対す る発 育

阻止力を検討 した。す なわ ち溶液 はカ ップに入 れ,培 地

は円柱 ブ ロックを検定平板上 において,培 養 後出現 した

阻 止 円 を 計 測 した 。Fig.1に 示 す よ

う にMalachite-green水 溶 液 は,

0.0000048%の 低 濃 度 までB.subtilis

 PCI219に 対 して 阻 止 円 を示 し,ま た

Kirchner,小 川 培 地 も 同 様 に,含 有

Malachite-greenに よ る発 育 阻 止 力 を

示 した 。 した が つ て培 地 の力 価 検 定 菌

と して はB.subtilis PCI219は 不 適

で あ る こ とが あ き ら か で あ つ た 。E.

coli, Klebsiellaは0.005%以 上 の

Malachite-green水 溶 液 に よ り阻 止 円

形 成 が み られ たがKirchner寒 天 培

地,3%小 川 培 地 に 前 述 の 規 定 濃 度 に

含 有 され た さい に は 阻 止 円が み られ な

か つ た 。 した が つ て これ らの菌 株 は 培

地 中薬 剤 濃 度 測 定 用 の検 定 菌 と して は

あ る程 度 使 用 可 能 で あ る と考 え られ た。
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培地 中薬剤濃度 と阻止円の関係:

上述 の菌株 中か ら可及的鋭敏 な菌株 を選択 して,各 薬

剤 につ いて培地 内濃度 と阻 止 円 直 径の関係を求めた。

Fig.2に 示す よ うに,い ずれ の薬剤 で も培地 内 薬剤 濃

度 と阻止 円直径 の間 にほ とん どの濃度 の幅 でほぼ直線 関

係が成立 し,し たがつ て従来 のカ ップ法 で代表 され てい

る平板拡散法 と同様な方法 で,被 検培地 中の 薬 剤 濃 度

の測定が可能 と考 え られた。 ただ し 図 示 され るよ うに

Viomycinは10μg/ml以 下 では阻 止 円が 著 しく縮小す

る傾 向が認め られた。M.H-7株 は今回実験 した薬剤で

はEthionamideを 除 く抗結核剤のすべてにあ る程 度 の

感受性 を示 したが,Cycloserinで はやや感 度 が低 く10

μg/ml以 下の培地中濃度測定は不能 であつた。 またPAS

に ついては上記 の菌 株を含め762株 の雑菌 性抗酸菌 につ

い ても検討 したが,10μg/ml以 下 のPAS濃 度 に対 し阻

止円を生ず る菌株を見 出だす ことはで きなかつた。

保存培地の力価の変動:

ついで実際に各種 薬剤の耐 性 培 地について,37℃ フ

卵器 内放 置 と,冷 所4℃ 前後放 置に よる活性力価の変 動

を,M.H-7株 およびM.238株 を検定菌 とする前述の

方法 で測定 した。Fig.3に 示す よ うに,一 般 に37℃ で

は4℃ に比 し力価 の低下が 著 し く,ま た高濃度 培地 よ り

低濃度培地 のほ うが安定性 の低 い傾 向が み られ た。安定

性 は薬剤 によ りそれぞれ一定 の傾 向を 示 し,37℃,4℃

ともに6カ 月 以 内 は全 く安 定な ものはstreptomycin,

 Sulfisoxazole,4℃ では6カ 月安定 であるが37℃ で は6カ

月間にやや力価 の減弱す るものViomycin, Kanamycin,

 Ethambutol,4℃ で3ヵ 月安定 であるが37℃ で力価 の

減 弱す るもの はINH(5,1μg/ml),4℃ で も3カ 月以

内に力価の減 弱 の み られた ものINH(0.1μg/ml),

Fig. 2. Relation between Drug Concentration in Mndium and 
Diameter of Inhibition Zone (Average of 5 plates)

Streptomycin 
Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Sulfisoxazole 

Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Viomycin 

Medium tested: Kirchner's agar med.

INH. 

Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Ethionamide. 
Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

 Kirchner's agar

Cycloserin 

Medium tested: Kirchner's agar med.

Ethambutol

 Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Kanamycin. 

Medium tested: Kirchner's agar med.

Capreomycin 

Medium tested: Kirchner's agar med.

Concentration in medium ƒÊg/ml



1 1 2 結 核 第 40 巻 第 3 号

Fig. 3. Stability of Microbiologically Active Potency in Sensitivity 

Test Medium during Storage

Streptomycin 

Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Sulfisoxazole 
Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Kanamycin 

Medium tested: Kirchner's agar med.

INH 

Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Capreomycin 

Medium tested: Kirchner's agar med.

Viomycin

 Medium tested: Kirchner's agar med.

Ethambutol 

Medium tested: Ogawa's 3%KH2PO4 egg med.

Ethionamide 

Medium tested: Kirchner's agar med.

Cycloserin 

Medium tested: Kirchner's agar med

. Time in month
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Ethionarnide, Cycloserinで あつた。

考 案

化学療法剤 の濃度測定法 としては微生物学的方法 と化

学的方法が行 なわれ ているが,耐 性培地 の検定法 として

は,抗 菌力を測定す る 目的にか な う意味 で活性物質濃度

を直接 測定す る微生物学的測定法 をまず 第一に用 いるべ

きと考 え られ る。私 どもはこの 目的 にそ う意味 で抗結核

剤 の血中濃度測定法 と同様 な方法,す なわ ち私 どもの分

離 したINH高 感受性rapid grower M.H-7株,ま た

はM.238株 を検定菌 として用い る薄層平板拡散法 でほ

ぼその 目的を達す ることがで きた。本法に よれば48時

問 以内に判定可能であ り,少 量 のサ ンプルを用い,1枚

の平板で数 コの検体を処理す ることがで き,お もに混和

接種 法を行な うので鮮明な阻止 円が 出現す ることな ど,

抗 生物質の分野で広 く用い られてい る寒天平板拡散法 と

洞 様な長所 を有 してい ることが確かめ られた。 しか し私

どもの検索 した範 囲では,迅 速発 育型 の雑菌性抗酸性菌

中 にはPASに 高感受性 を有す る菌 株はなかつ たので,

PASに つ いては現在 の ところ本法 は適用 さ れ な いわけ

であ る。 また培地中 のMalachite-greenに よ り影 響を

受けに くく,し か も各種抗結核剤に高感受性を有す る検

定菌を用いれば,24時 間以内に測定が完了 し,さ らに好

都合 と考え られ,こ の点につい て検討 し,Streptomycin,

 Kanamycin, Cycloserin, Sulfisoxazoleで は そ の 目的

を達 する ことができた。また このさい私 どもが報告 した

Sulfa剤 活性濃 度測定 法8)が耐性培 地 の力価測定 にもそ

のまま利用 できるこ とも確か め られた。上述 の方法 で,

PASを 除 く各種抗結核剤耐性培地 の 力 価 の変動を検討

した結果,一 般に37℃ では4℃ よ りも培地 の安定性が

低 く,ま た低濃度が高濃度 よ り力価減弱 の著 明なことが

各 薬剤共通にみ られた。すなわち耐性培地の安定性は薬

剤 に よ り異な り,室 温保存 でも6カ 月安定 なものはSt

-reptomycin, Sulfisoxazole,冷 所3カ 月以内で も力価減

弱の明 らか な も のINH(0.1μg/ml),Cycloserin, E-

thionamide(Kirchner寒 天)で あつた。 したがつて各種

培地 の保存性 についてさ らに実験 を重ねて,各 薬剤 ごと

に ある程度 の安全 限界を出 したほ うが 実際的である と考

え られた。今回 の私 どもの実験施行 の被 検培地 お よびそ

の薬剤濃度はお もに,さ きに制定 された結核菌検査指針

の処方に よつたが,私 どもの実験終了後に指針 の改訂が

発 表 された。新 しい指針に よる指定培地,指 定濃度に ょ

る耐性 培地 も当然,上 述 の方法を用いて測定可能 と思わ

れ,さ らに今後検討 す る予定であ る。

結 論

1)　 結 核 耐 性 培 地 の 力 価 測 定 法 と して ,抗 生 物 質 製 剤

基 準 に よ る検 定 法 は,検 定 菌 がMalachite-greenに 感

受 性 を示 す 場 合 が あ る の で,そ の ま ま適 用 しに くい こ と

が み られ た 。

2)　 結核 耐 性 培 地 の 力 価 測定 法 と して,非 病 原 性抗 酸

菌rapid grower(M.H-7,M.238)な ら び にMala-

chitegreenに 低 感 受 性 のE.coli, Klebsiellaの い ず れ

か を 検定 菌 と し て 薄 層 平 板 拡 散 法 で,PASを 除 くお も

な抗 結 核 剤 の 力 価 が 測 定 可 能 で あ り,そ の 測定 可 能域 は

INH:>0.08μg/ml, Ethambutol: >1μg/ml, Ethio-

namide:>5μg/ml, sulfisoxazole: >10μg/ml, Cy-

closerin-:>20μg/ml, Viomycin: >10μg/ml, Kana-

mycin:>5μg/ml,Streptolnycin:>5μg/ml ,Capreo-

mycin:>10μg/mlで あ つ た 。

3)　 保 存 培 地 の安 定 性 を 本 法 で 測 定 し,6カ 月37℃

で 力 価 低 下 の ない もつ と も安 定 な も の,Sulfisoxazole,

 Streptomycin,4℃ 保 存 で も3カ 月以 内 に 力 価 の減 弱 す

る もつ と も不 安定 な ものCycloserin, Ethionamide, INH

(0.1μg/ml)が あ り,INH(1,5μg/ml),Kanamycin,

 Viomycin, Ethambutol, Capreomycinは そ の 中間 に あ

り,薬 剤 の種 類 に よ り大 差 の あ る こ とが 認 め られ た 。
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