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耐性培地の保存温度ならびに保存期間がD体Ethambuto1の

結核菌最低発育阻止濃度に及ぼす影響

田 村 昌 敏 ・高 野 了

国 立 新 潟 療 養 所

愛付 昭和43年11月1日

INFLUENCE OF PRESERVATION TEMPERATURE AND PERIOD OF 

  MEDIA USED FOR DRUG SENSITIVITY TEST ON MINIMAL 

   INHIBITORY CONCENTRATION OF D—ETHAMBUTOL TO 

    THE GROWTH OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS*

Masatoshi TAMURA and Satoshi TAKANO

(Received for publication November 1, 1968)

   The influence of preservation temperature and period of media used for drug  sensitivity 

test on the minimal inhibitory concentration of D-Ethambutol to the growth of Myco. tubercu-

losis was investigated. 

   Media used were 1% Ogawa's egg slant and Kirchner's semi-liquid agar media with 10%. 

albumin. pH of the former was adjusted to  6.  8 by suitable combination of 4%  H2SO4 and  10%. 

 Na3COs, and pH of the basal media of the later was adjusted to  6.  8. The concentration of 

D-Ethambutol added to the media was 0, 1,  2.5 and 10  mcg/ml. The media were  dispensed 

into test tubes each 5 ml. Kirchner's semi-liquid agar media was used after being stored in 

an incubator at 37°C for 24 hours in order to confirm the sterility. 

   After preparation, the media were stored at 5°C, 20°C, 30°C and 37°C for 1, 2, '3, 4, 6 and 

8 weeks before their use. 

   Strains used were  1187Rv and a strain isolated from sputa of a pulmonary tuberculosis. 

patient previously untreated with antituberculous drugs. Strains were planted on 1% Ogawa's 

egg slant before each experiment, and always 3 weeks culture was used for the experiment. 

 10-1 mg of the strains were inoculated on each media stored at different temperature for 0  to 

8 weeks. 

   The results obtained were summarized as follows  : 

   1) On both media, the minimal inhibitory concentration of D-Ethambutol on the  growth. 

of Myco. tuberculosis became slightly higher in accordance with the increase of preservation 

temperature and the prolongation of the preservation period. This effect was more marked on 

Kirchner's semi-liquid agar media than on 1% Ogawa's egg slant. 

   2) If the 3 weeks culture was inoculated on the medium immediately after preparation, 

the minimal inhibitory concentration of D-Ethambutol to the growth of Myco. tuberculosis  was 

 2.  5 mcg/ml on 1% Ogawa's egg slant and 5  mcg/ml in Kirchner's semi-liquid agar media.

* From Niigata National Sanatorium , Akasakacho, Kashiwazaki City, Niigata  Prefecture 

 945 Japan.
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既 報b31の 実験に続いて,現 在我国において各種の抗

結核剤の耐性検査に,最 も広く用いられている1%小 川

培地(以 下1%小 川 と略)と,い ずれの抗結核剤にも安

定した抗菌力を示すといわれているKirchner半 流動培

地(以 下K半 流動と略)を 用いて,耐 性培地調製後の保

存温度ならびに保存期間が,D体Ethambutel(以 下EB

と略)の 結核菌最低発育阻止濃度(以 下MICと 略〉に

及ぼす影響について実験を行なつたので,そ の成績を報

告する。

実 験 の 方 法

1.使 用 培 地

実験は1%小 川とK半 流動を用いて行なつた。

1)1%小 川培地の調艘法

出来上つた培地の擾固水のpHを6.8に す るために,

原液を4%H2SO"と10%Na2COsを 用いてpH5.8に

修 正してから全卵(pH6.4)を 加 えた。そして,更 にD

体EBの 濃度がそれぞれ0,1,2.5,5,10mcg/mlに

な るように加えて十分混和した後。中試験管に5mlず

つ 分注,加 熱凝固滅菌して実験に用いた。

2)Kirdhner半 流動培地

4%H2SO4と10%Na2COsを 用 いて基汁のpHを

6.8に 修正滅菌後,Albumin(栄 研)を10%の 割 合に

加えた。Albuminを 加えても培地のpHに は変化はな

かつた。これにD体EBの 濃度がそれぞれ0,1,2、5,

5,10mcg/mlに なるように加えて十分混和した後,中

試験管に5mlず つ分注調製し,更 に37℃ 艀卵器内に

24時 間納めて,雑 菌混入のない ことを確かめたものを

使用した。.

このようにして調製した2種 類の耐性培地は,直 ちに

5℃ 冷蔵庫と20℃,30℃ お よび37℃ 艀卵器に分納し

て,1～8週 間貯蔵して実験に用いた。

上述の各温度に1～8週 間貯蔵した培地は,菌 株接種

に先だち1%小 川は凝固水の,ま たK半 流動 は 培 地 の

pHを 測定したが,そ れぞれ調製時におけると同様6.8

であ ることを確認することができた。

∬.供 試 菌 株

人型結核菌Hg7Rvお よび未治療肺結核患者の喀疾 よ

り分離した1株 の2菌 株を用いて実験を行なつた。

皿.菌 株の接種法

供試菌株は実験培地に接種するに先だち,毎 週新たに

1%小 川に植え継いで,実 験培地に接種する際には,常

に培養3週 間のものを用いた。このようにして作つた菌

株は,比 濁法によつて1mglmlの 均 等化した菌液とな

し,更 に102培 希釈し,そ のO.1ml,す なわち10-8mg

を各培地に接種した。

謎なお菌株の接種は,そ れぞれの温度に0～8週 間保存

した培地の各1系 列について,培 地調製直後か ら8週 間

紹 核 第44巻 第2号

後まで毎週行なつた。

N.判 定

培地に菌株接種後は,2週 より6週 まで毎週観察して

集落の発鰍 況な らびに磁 を記載し 成績を判定比較

した。

實 験 の 戊 績

1,1%小 川培地

1)調 鰻直後の培地

表1に 示すごとく、調製直後の1%小 川におけるD体

EBのMICは,2供 試菌株が3週 間培養においても4

週間培養において も2,5mcglmlで あ つた0

2)保 存 培 地

耐性培地調鰻後,各 温度に1～8遇 間保存した後に,

菌株を接種した1%小 川におけるD体EBのMπCは 。

表2に 示すごとくである。すなわち,

(a)5℃ に保存した場合:保 存期間1～8週 の培地

における2供 試菌株のMICは,3,4週 間培養ともN製

直後の培地 と同様2.5mcglmlで あつた。

(b)20℃ に保存した場合:こ の保存温度 において

も保存期間1～8週 の培地における2供 試菌株のMIC

は,3,4週 間培養とも2.5mcglmlで あ つて,調 製直

後の培地と同様であつた。

(c)30℃ に保存した場合:こ の温度に1～4週 間保

存した培地における2供 試菌株のMICは,3,4週 間培

養では2・5mcg/mlで あつて,調 製直後の培地における

と同様であつた。しかし6～8週 間保存した培地におけ

る3週 間培養ではHs7Rvは2.5mcg/ml,分 離 株は5

mcg/ml。4週 間培養では両菌株 とも5mcg/mlで あつ

た。

(d)37℃ に保存した場台:こ の温度に保存 した培

地におけるMICは,Hs7Rvで ば1～2週 間まで,ま た

分離株では1～4週 間保存までは3,4週 間培養で2 .5

mcg加'で あつて・調製直後の培地におけると同じであ

つた◎しかしHs7Rvは3週 間保存培地における3週 間

培養では2・5mcg/ml・4週 間培養では5mcg1ml。4～
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D-Ethambut◎ltoMycebacteriumTuberculosis

with1%Ogawa'sEggMediaUsed

ImmediatelyafterPreparation

StraiR

Hs7Rv

Yamamoto*

Observi-
t…oati】me
(Weeks)

皿

皿

臨c区/血'

012.5510

辮1se___

辮 十ト ー__

軒40___

什60___

●Ast「a三nig。la!ed

.fr。mthes蜘 鵬 ・fapω …a.ytu.
be翻osi8pat・entprevi・usユyu贈eatedwitha

ntituber-
culou8dmg.



ユ969年2月

・,
葱

弓

。」
当

コ
↑

ε
2
お
も
ヨ

8

h
Σ

。
二

3
3

ε
"
£

国
ム

も

言

刷慧

お
5

と

δ

恐

e

哨ρ
ヨ
£

一"
窟

綴
薯

毒

魑
。
縄
ぞ
。
懐

掬
者

。陰
・憾
琴
"
。。
o

醤

}
。
℃
。
姻』
㊤
皇

摺
縄
σ
hコ
唄§

書

。↑

鋸
。
鱗
鷹
》
』
。
・駐
。
』黛

。

。
9
甥
。
コ
唱
¢
制

."

。
祠碧

↑

T

d
個唱
の
ε

O
`
"
嫡
O

唱
0
嫡」
り
轟

鍔
0
旧
"煽
》
獅
O
響陰
㊤
鞠

9

嶋

の
.N

一

箱

為
9
日

9
函
0
0
塗

oo

o

9

の

の
.ぐ噌

網

、
目
も

9
日

適陰
国
⇔
O
B

り

o

9

の

綿
,q

一

、
日
も

o
臼

q陰
』
O
O
≧

》

o

l

i

l

幸

幸

1

1

1

9

+
T

1

-

1

≠

峯

I

l

l

等

幸

l

l

I

‡

幸

1

ー

ー

8

‡

I

I

I

幸

幸

1

-

1

8

幸

1

幸

幸

1

§

幸

ll

II

ll

8‡

‡ 峯

ー

ー

1

幸

車

l

l

ー

專

‡

1

-

1

幸

幸

ー

ー

1

8

幸

11

il

l1

‡ 幸

幸 幸

1

-

1

幸

幸

1

ー

ー

畠

‡

ll

ll

I

§ ‡

‡ ……崔

ー

1

§

幸

毒

ー

I

i

1

ー

‡

幸

・
ー

ー

1{1幸

Il

II

ll

8‡

‡i装

幸

圭

幸

幸

ll

ll

ll

‡ 幸

幸 圭

ー

ー

8

準

幸

～
ー

ー

9

車

圭

1

-

9

≠

‡

【
ー

ー

9

幸

幸

ll

ll

ll

{ミ ‡

‡ 幸

ー

噂

幸

拳

幸

い
ー

ー

幸

幸

華

i

-

8

‡

凱

窟

豊

‡

幸

ま

ー

ー

幸

毒

車

一
ー

ー

幸

幸

車

1

1

8

‡

幸

}
ー

ー

§

幸

幸

43

9

嶋

の
.q

一

、
ε
＼塾蔭
q
賃

翻陰
湿
O
o
き

。噂

o

〇
一

の

め

"潤

、
ε

＼
◎爵
9
震

一

O
掴
㊤
o
き

q

o

ヨ

の

の
.q

一

、
絹
蕊

◎
優

潤
0
0
猿

州

o

(
幽

o
㊤
≧

)

O
ε
贋

紹
O
饗

ー
縄
》
鞠
o
霜駐
幽
O

Il

ll

iI

§ ‡

=#幸

ll

ll

ll

lミ ‡

ヰ=幸

1

I

I

‡

幸

l

I

l

§

幸

ll

ll

lI

ヨ ‡

=#幸

I

O
"5

幸

1

0
頃

‡

ll

Il

li

8‡

‡ 幸

l

l
iヨ ≧i1目 錯

唱
駕
お
切

〉
環

・。
国

静
3

0
ε
郡
榎

醐
む

O
口

の
漏
一
舶
O

O
」
5
θ

ー
儲
」
O
α
日

O
"

g
O
甥

-
属
〉
掴
㊤
切
O
鞠
色
【

ー
劃

鵡

9
恥

11

11

11

§ ‡

‡ 幸

ll

ll

ll

§ ‡

‡ 幸

ll

ll

Il

舅 ‡

幸… 事

目 ≧1

》
環

・。属

ll

ll

il

8‡

‡ …幸

i

O
噂

幸

ー

O
。う

‡

ll

ll

ll

§ 幸

‡ 幸

ll

lI

lI

8‡

‡ 幸

ー

1

ー

幸

幸

ー

ー

ー

8

‡

ll

ll

ll

§ 幸

幸 箏

ll

ll

11

§ ‡

‡ 幸

ー

ー

ー

8

幸

ー

I

1

8

‡

ー

ー

ー

‡

幸

ー

I

1

8

‡

1;

lI

8幸

‡ 圭

幸 峯

1

婁

幸

幸

ー

‡

幸

ll

ll

ll

§ 幸

‡ …i長

目 缶

静
O
ρ
O
ε

縄
日

鳴
㌧
r

目 謡

〉
属
駐
出

ll

liI

lli{

§ 幸

‡i牽

Illl

llll

lIl1

‡ 幸88

幸 峯 ‡ 幸

ll

ll

Il

舅 華

率 … ……霞

日 ≧{自 』

[

菅
〇
一〇
霞
邸
§

郎
㌧
戸

〉
喋

・,踏

1「

ll

lI

8‡

幸 圭

目 謡

O
。8

i
9

0
◎う

菅
8
0
ε
"
ε

O
。お

.一
⑳
お
属
↑

三

翻摩
6

o
ε

懲
切

0
4
』
ギ
鮪
O
ぢ



441

Fig,1.RdationbetweenPreservationPeriodof

MediaandMinimaHnhibitoryConcentrationof

D-EthambutoltoH87Rv(3weekガculturew餌

inoculatedon1%Ogawガ8eggmedia

preservedatvarioustemperature

andperiodafterprepa1幽ation)

駅 …s/ml

5

2.5◎

1

01234 6 8W.

●M繍 飢alinhibiteryconce煎rationoぬthemedia

u8edi組 τnediatelyafterpreparatio熟

●一 ●Minimali曲ibitoryconce鏡trationonthemedia

pre8ervedat5℃

O… …OM価 無馳ali曲ibitoryconcentrationonthemed三a

preservedat20℃

▲一 ▲Mini疏alinhibitorycoace就rationonthemed三a

pre8er・v¢dat30℃

△……△Minimalinhib薫to町 ¢o罰c¢蹴ratio轟ontho冠nedia

Pfegervedat37℃

6週 間保存培地における3,4週 間培養では5mcglml。

8週 間保存培地における3週 間培養では5mcg/ml,4

週 間培養では10mcglml。 分離株は6～8週 間保存培地

における3,4週 間培養では5mcg!mlで あつた。

上述した1%小 川調製後の各保存温度における保存期

間が,D体EBのMICに 及ぼす影響を相関曲線で示せ

ば図1の ごとくである(2供 試菌株がほぼ等しい傾向の

曲線を描 く点と,既 報の実験成績に鑑み,こ こには3週

間培養におけるHs7Rvの 曲線のみを掲げる)。すなわち

保存温度が5℃,20℃ お よび30℃ の場合は,1～8週

間保存まで2.5mcg/mlで あつて,調 製直後の培地にお

けるMICと 変化なかつた。しかし37℃ の場合には保

存期間1～3週 までは,調 製直後の培地 におけ るMIC

と等 しかつたが,4～8週 間保存する と,1濃 度高く表

現 されてくる◎

換言すれば,1%小 川におけるD体EBの 結 核菌に対

する抗菌力は,耐 性培地調製後の保存温度が高 くな り,

か つ保存期間が長 くなつた場合には,極 めてわずかでは

あるが低下する傾向が窺われた◎

皿.Kirchner半 流動培地

1)調 製直後の培地

結 核 第44巻 第2号

T騰ble3.Mi"imdbhibitoガyConce鋒t路tio跨of

D-Eth戯mb越toltoMycob塗cteriロ 鵬Tubercω09糞6

withKirch跨eゼ6Semレ1iq"id▲garM¢di&

U6edI鵬medi8tely塵tterPr¢pa鵬tio轟

St凱tl騰L・Li饗 ㌦1L

恥 晋階 儲:=

葡一

卿

粁

帯
二

欝

辮

"魏

…

艶
・
㎞

皿

W

等
6a
銀
㎝

ぼ

m

e

a

醜

Y

N

辮
世」

表3に 示すごとく,鯛 製直後のK半 流動におけるD体

EBのMICは,2供 猷菌株が3遇 闘培養においても4

週闇培養において も5mcg/mlで あつたe

2)保 存 培 地

耐性培地調製後,各 温度に1～8遇 間保存した後に,

菌株を接種したK半 流動におけるD体EBのMICは,

表4に 示すごとくである。すなわち,

(a)5℃ に保存した場合:保 存期間1～3遇 の培地

における2供 試菌株のMrcは 、3,4遇 間培養とも鋼製

直後の培地におけると同様5mcg1回 で あつた◎ しか し

Hs7Rvは4～8週 間保存 した培地における3遇 問培養で

は5mcg/ml,4週 間培養では10mcglml。 分離株は4

週間保存した 培地 における3週 間培養では5mcgノ 回,

4週 間培養では10mcglml,6～8遇 間保存培地では3.

4週 間培養とも10mcg/mlで あつた。

(b)20℃ に保存した場合:こ の温度の各保 存期 間

における2供 試菌株のMICは,そ れぞれ5℃ 保存培地

の場合 と全 く同様であつた。

(c)30℃ に 保存した場合:こ の温度におけるMIC

は,Hs7Rvは1週 間保存培地では3,4週 間培養とも調

製直後の培地におけると同様5mcgノ 田㌔2～3週 間保存

培地では3週 間培養で5mcg!ml,4週 間培養で10mcgl

ml。4～8週 間保存培地 で は3 ,4週 間培養 ともに10

mcg/ml。 分離株は1～2週 間保 存培地では3週 間培養

で5mcg/ml,4週 間培養で10mcg/ml。3～8週 間保存

培地では3・4週 間培養 ともに10mcg/mlで あつた。

(d)訂 ℃ に保存した場合:こ の温度におけるMIC

は・1週 間保存培地では2供 試 菌 株 が3週 間培養で5

mcglml・4週 間培養で10mcg/mlで あつ た
。 し か し

Hs7Rvは2～6週 間保 存培 地では3
,4週 間培養 とも

10mcglml。8週 間保存培地では3 ,4週 間培養とも10

mcglmlで 集落の発育を認めた
。また分離株は2～4週

間保存培地では3・4週 間培養 とも10mcgノ 認 。6週 間

保存培地では3週 間培養で10mcg/ml,4週 間培養では.
10mcg/mlで 集落の発育を認め

,8週 間保存 培 地 で ば

3・4週 間培養 とも10mcg/mlで 集落の発育を認めた
。

上述のK半 流動調製後の各保存温度における保存期間
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Fig,2,RelqtionbetweenPre8ervationPeriodof

MediaandMinimalInhibit◎ryConcentrationof

D-Eth飢nbutoltoH87Rv(3weekgりculture

wasinoculatedonKi掌chneゼ88eml-1iquid

mediastoredatvariou8temperature

andperiodafterpreparat…on)

Abo鴨

meg/mt

10

5

2.5

0123468W.

Note:ThesametoasiuFig.1.

が,D体EBのMICに 及ぼす影響を相関曲線 で 示せ

ば,図2の ごとくである(こ の培地においても2供 試菌

株がほぼ等しい傾向の曲線を描 くので,3週 間培養にお

けるH37Rvの 曲線のみを掲げる)。すなわち保存温度が

5℃ と20℃ の場合には1～8週 間保存してもMICは

5mcglmlで あつて,調 製直後の培地 におけると変化な

かつた。30℃ の場合には保存期間が1～3週 間までの

MICは,調 製直後の培地におけると変化なかつ たが,

4～8週 間保存すると10mcg/mlと な り1濃 度高 く表現

されてくる。37℃ の場合には,1週 間保存では調製直

後の培地におけるMICと 変 りないが,2～6週 間保存す

ると10mcg/mlと な り,8週 間保存すると10mcg/ml

でも集落の発育を阻止することはできなかつた。

換言すれば,K半 流動におけるD体EBの 結核菌に対

する抗菌力は,耐 性培地調製後の保存温度が高くな り,

か つ保存期間が長くなると明らかに低下して くることが

認められる。

考 案

既報の実験1)2)に よつてD体EBの 結核菌 に 対 す る

MICは,接 種菌量が増 した場合と培養の期間が延長し

た場合には,高 く表現されてくる傾向が認め られ る こ

結 核 第44巻 第2号

とsた 他の錨 捌 鋤 とや輌 を鄭 し陪 地DpH

が 酸性鄭 おいて高 く,ア ルカ リ翻 において低 く獺

されてくることを知つた。

前轍 続いて,各 種抗結核剤の磁 髄 に現在我駄

おいてva"mく 用 いられている1%xS・ 川 と・いずれの抗

結核剤にも安定した抗菌力を示すs♪といわれているK半

流動を用いて,耐 性培地調製後の保存温度ならびに保存

期間が,D体EBの 紹核菌に対するMICに 及 ぼす影響

について実験を行なつて,上 述のごとき成績を得た。

すなわち1%小 川では保存温度が5℃,20℃ ・30℃

においては保存期間1～8週 まで,37℃ においては1～

3週 まで2.5mcgノ 皿∫であつて,調 製直後の培地におけ

るMICと 変わらなかつた。しかし 留℃ で4週 間以上

保存した培地におけるMICは5mcg/mlと な り,1濃

度 高く麦現されてくる。

K半 流動では保存温度が5℃,20℃ に おいては保存期

間1～8遇 まで,30℃ に おいては1～3週 まで,37℃

に おいては1週 まで5mcglmlで あつて,鋼 製直後の培

地におけるMICと 変 わらなかつた。しかし30℃ にお

いては3～8週 で,37℃ においては2～6遇 保存で10

mcg/ml。37℃8週 保存では10mcg/mlで 集 落の発育

を認めた。

換言すれば,実 験に使用した2種 頬の培地におけるD

体EBの 抗菌力は,調 製後の保存温度が高いほy,そ し

て保存期間が延長されるほど1314THの よ うに顕著で

はない6》が,わ ずかに低下することが認められた。 しか

して,こ れらの2因 子による影響は,他 の抗結核剤にお

けるとは異な り,K半 流動の方が1%小 川におけるより

もやや大きかつた。

上述の成績は,岩 井7》がEBはKM,1314TH等 の

主要二次抗結核剤に比較して培地によるMICの 差が極

めて小さいこと,更 に培地内で安定した力価を保つこと

を培地置換培養法による検討で明 らかにし,こ れ らの事

はEBに 対する耐性検査を使用培地の成分および耐性培

地の保存による力価の低下を顧慮せずに行ない うること

を示唆していると述ぺているごとく,日 常の耐性検査に

おいては,1%小 川は調製後1ヵ 月以内に使用するなら

ば・冬夏を問わず保存温度による力価の低下を考慮に入

れないでも差支えないことを示 し,K半 流動は我国の夏

季には調製後可及的早 く使用しないと力価が低下するこ

とを示唆しているものと考えられる。

結 論

耐性培地調製後の保存温度と保 存 期 間 とが ,D体
Ethambutolの 結核菌最低発育阻th濃 度に及ぼす影響に

っいて・1%小 川培地と10%の 割合にAlbuminを 加

えたKi「chner半 流動培地を用いて実験を行なつた
e実

験には人型結核菌H87Rvと 未治療の肺結核患者の喀疾
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より分離した結核菌1株 の2菌 株を用いた。実験の結果

次の成績を得た。

1)両 培地 とも保存温度が高くな り,か つ保存期間が

延長されるとD体Ethambutolの 結核菌最低発育阻止濃

度は、わずかではあるが高 く表現されてくる。これ らの

両因子による影響は,Kirchner半 流動培地の方がやや

大きかつた。

2)調 製直後の培地における3週間培養のD体Etham・

butolの 結核菌最低発育阻止濃度は,1%小 川培地にお

いては2・5mc9/mlで あつて,Kirchner半 流動培地に

おいては5mcg/mlで あつた。

稿を終わるに当りご指導ご校閲を賜わつた所長江川三
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