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In our country 1% Ogawa's egg media are used for drug resistance test of tubercle bacilli.

 The report presents the results of experimental studies on decrease of drug acitivity during the

 storage of drug-containing media in diferent temperature.

The methods of examination and the results of studies are summarized as follows:

1) The drug-containing media of streptomycin, isoniazid, PAS, rifampicin, ethambutol,

 ethionamide, cycloserine, kanamycin, capreomycin
, viomycin and enviomycin (a new drug

 produced in Japan and used for treatment of tuberculosis) were prepared and stored in 4-5•Ž

refrigerator, 22•Ž, 30•Ž, 37•Ž thermoregulators. The drug resistance test of H37Rv and strains

 isolated from previously untreated patients were performed at 1,2 weeks and 1, 2 months after

 preparation of drug-containing media. The results of test were compared with that of test used

 drug-containing media before storage (used immediately after  preparation).

The decrease of drug activity was most marked in ethionamide and rifampicin containing 

media  stored outside of refrigerator and the decrease of drug activity was not observed in PAS
,

 streptomycin, kanamycin, capreomycin
, viomycin and enviomycin containing media. The degree 

of decrease of drug activity was as follows; rifampicin>ethionamide>cycloserine>isoniazid>

ethambutol.

In the case of storage in refrigerator ethionamide showed the decrease of drug activity after 

two months storage, but other drug did not show the decrease of drug activity within 3 to 6

 months.

2) The drug-containing media of streptomycin, kanamycin, capreomycin
, viomycin and

 enviomycin were stored in 30•Ž thermoregulator and the drug resistance was examined by using

 these media after 3 and 6 months' storage. According to the test results
, slight decrease of drug

 activity of streptomycin and capreomycin was observed but other drugs did not show the 

decrease of drug activity within 6 months.

 Conclusively, the decrease of drug activity was marked in ethionamide and  rifampicin
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containing media and was slight in ethambutol containing media during storage outside the

 refrigerator. The drug-containing media for drug resistance test of tubercle bacilli should be 

stored in refrigerator afer preparation and be used within 1 month.

緒 言

わが 国では結核菌 の耐性検査培地 として1%小 川卵培

地が広 く用 い られ ているが,小 川培地を用いた場合SM,

KM,CPM,VM,EVM,THお よびRFPの 力価が低下

す ることが知 られ てお り,力 価 低下 の程 度 はSMが 最

も小 さ くRFPが 最 も大 きい。

一 方
,薬 剤含有培地 の保存 と薬剤 力価 の低下 の関係に

ついては,結 核菌検査指 針1)に 「CS,THは 速やかに力

価が低下 す るので氷室に保存 した場 合で も2週 間以　内に

使用す ることが望 ましい。他 の薬 剤培地 で も氷室保存 で

1ヵ 月以内に使用す るよ うにつ とめなけれ ばな らない。」

とい う意味の記載があ るが,各 薬剤培 地の保存条件,保

存期間 と薬剤力価 の低下の関係について検討 された成績

はみ られ ない。

われわれ はRFPが 医療基 準に採用 され,RFPの 耐

性検査 が通常 の検査 として行 なわれ るよ うになつ てか ら

RFP10μgに 完全耐性を示す未治療株が数%に 認め ら

れ ることに気付 いた。昭和44年 に実施 された療研 の研究

成績2)によれば,RFP未 使用例か ら分離 した菌株 でRFP

10μgに 完全耐性 を示 した ものはな く,ま た昭 和48年 の

療研の研究3)で は,未 治療例か ら分離 した 菌 株 の うち

RFP10μg完 全耐性 を示 した ものは0.97%に す ぎず,

RFPの 初回耐性は極めて まれであ ると考え られ る。 し

たがつ て未治療例 で数%に もRFP　 10μg完 全耐性が認

め られ るこ とは耐性検査,特 にRFPの 耐性検査培地に

何 か問題が あるのでは ないか と考え られ る。そ こでまず

RFP耐 性検査培地 について検討 した ところ,氷 室外 の

保存 に よつて速 やかにRFPの 力価が低下す ることが判

明 したので,次 いでそ の他 の薬剤含有培地 につ いて も検

討を行なつた結果,耐 性検査 に際 して留意 すべ き重要 な

成績が得 られたので報告す る次第であ る。

研究お よび実験方法

研 究方法:通 常 の耐性検査 におけ る未治療 株 のRFP

の耐性 と,検 査 に用 いたRFP培 地 の保存期間 との関係

を検討 した(昭 和49年5月 ～6月 の例について)。

実験 方法

実験1:RFP,TH,CS,EB,INHお よびPАS含 有培

地を作製 し,こ れを ビニール袋 に入れて袋 の口を閉 じ,

5℃ の氷室,22℃,30℃ お よび37℃ の恒温器(室)に 分け

て保存 し,1週,2週,1ヵ 月お よび2ヵ 月後に耐性検

査 を実施 し,培 地作製後直ちに実施 した耐性検査の成績

と比較 した。

実験 五:PAS,SM,KM,CPM,VMお よびEVM含

有培地 は37℃,2ヵ 月保存 では著 明な力価 の低下が認め

られなかつたので,こ れ らの薬剤含有培地 を30℃ の恒温

器 に保存 し,3ヵ 月お よび6ヵ 月後 に耐性検査 を実施 し,

高温長 期保存 の影響 を検討 した。

実験III:RFP,TH,CS,EBお よびINH含 有培 地 を

5℃ の氷室に3ヵ 月お よび6ヵ 月保存 して耐性検 査を実

施 し,低 温長期保存の影響を検討 した。

1～IIIの 実験に用いた培地は1%小 川培地,菌 株はH37

Rvと 未治療患 者か ら分離 した株(後藤 株)の2株 で,10-3

mgを 接種 し,3週,4週 お よび6週 後に観察を行なつた。

研究お よび実験成績

研究成績:通 常 の検査 におけ る未 治療株 のRFP10μg

完全耐性の率 と,RFP耐 性検査培地 の作製か ら使用 ま

での期間の関連を検討 した。培地 は 自家製 で,こ の当時

は作製後冷暗所に保存 し2週 以内に使用 されてい る。検

討 の対象 とした時期は昭和49年5月 ～6月 に行なわれた

耐性検討例 であるが,そ の成績は表1に 示 した よ うに培

地使用 までの期 間が6日 以 内の群 では6週 判定 でRFP

10μg完 全耐性を示 した ものは3.2%で あつたが,保 存期

表1　 RFP耐 性培地 の保存 期間 とRFP未 使用株 の10μ9完 全耐性 の関係
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表2　 RFP培 地 の保存成績(4週 判定)

表3　 TH培 地 の保存成績(4週 判定) 表4　 CS培 地 の保存成 績(4週 判定)
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表5　 EB培 地の保存成績(4週 判定)

注:　1週 保存 の成績 は略.

表6　 INH培 地 の保存成績(4週 判定)

注:　1,2週 保存の成績は略.

間が10日 以上 の群 では6.5%と2倍 以上の率を示 した。

この成績か らRFP培 地は室温保存では力価が低下 し,

感性株が耐性 と判定 され る可能性があ ると考え られたの

で,次 の一連 の保存実験を行なつた。

第I実 験,

RFP,TH,CS,EB,INHお よびPAS含 有1%小 川培

地を作製 し,5℃ の氷室,22℃,30℃ お よび37℃ 恒温器

に保存 し,1週,2週,1ヵ 月,2ヵ 月後 に耐 性検査 を

実施 し,培 地作製直後 の耐性検査成績 と比較 した。RFP

含 有培地 の成績 は表2に 示 した ように氷室外 の保存 では

温度 の高いほ ど,保 存期 間の長 くなるほ ど耐性が高 く表

現 されてい る。 これ はRFPの 力価 の低下 を示 している

が,一 方氷室に保存 した場合 は2ヵ 月で も著 明な力価 の

低下 は認 め られ ない ようである。

TH含 有培地 では表3に 示 した よ うに,RFPと 同様に

氷室外 の保存 では著 明な力価 の低下が認め られ る。5℃

の氷室保存 では1ヵ 月までは力価 の低下は認め られない

が,2ヵ 月保存 では若干 の力価 の低下が認め られ る。

CS含 有培地 の保存実験 の成績は表4に 示 したが,氷

室外 の保存 では漸次力価の低下 してい ることがわか る。

しか しRFPやTHに 比べ ると力価低下の程 度はやや

少ない と考え られ る。
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表7　 PAS,SM,KM,CPM,VM,EVM培 地の保存 成績(4週 間判定)

EB含 有培地 の保存実験は125μ9,25μ9お よひ5μ9

の3濃 度 を用 いて実施 したか,そ の成績は表5に 示 した

ように氷室外保存 ては1ヵ 月て力価 の低下か認め られ る。

INH含 有培地 の保存実験 て は,2週 まては氷室外保

存 て も力価の低下か認め られなかつた のて,次 の表6に

は1カ 月お よひ2ヵ 月保存 の成績 のみを示 したか,氷 室

外保存 ては1ヵ 月て力価の低下か認め られ る。 この表 て

1ヵ 月保存 と2ヵ 月保存 の両実験 てINHの 濃度 か異 な

つ てい るのは1ヵ 月保存 の実 験を ます実施 し,ζ の成 績

か らよ り低い濃度 の検討か必要てあ ると考え2ヵ 月保存

の実験を再度行 なつたか らてあ る。

PAS含 有培地 は05μg,1μgに ついて保存 実験を行

なつたか,37℃2ヵ 月保存 ては特に力価 の低下 は認 め ら

れなかつた(表略)。

第II実 験

先に述へた よ うにPAS含 有培地は37℃,2ヵ 月保存

て も著明な力価の低下 は認 め られ す,ま たSM,KM,

CPM,VMお よひEVM含 有培地は以前に行なつた実

験て37℃2ヵ 月保存 て も著 明な力価 の低下か認め られな

かつたのて,今 回は これ らの薬剤含有培地を30℃ に3カ

月お よひ6ヵ 月保存 した場合 の力価 の低下について検討

した。PASの 濃度は025μg,05μg,そ の他の薬 剤は

25μ9,50μ9と した。そ の成績は一括 して表7に 示 した

か,3ヵ 月保存 ては力価 の低下はほ とん と認め られなか

つたか,6ヵ 月保存 てはSM,CPMに 若干の力価低下か

認 め られ る ようてある。

第III実験

第I実 験てはRFP,TH,CS,EBお よひINH含 有培

地 は,氷 室 に保存 した場合 は2ヵ 月まてはTHを 除 いて

は力価 の低下 は認 め られ なかつ たのて,こ れ ら薬剤含有

培地 を5℃ の氷室 に更に長期に3ヵ 月お よひ6ヵ 月保存

した場合の薬剤 力価 の低下につ いて検討 した。そ の成績

は表8に 示 した ように,TH培 地以外は6ヵ 月 まて著明

な力価 の低下 は認め られ なかつた。

考 案

今 回われわれはRFP耐 性検査培地 の室温 保存 に よる

力価 の低下,す なわち見かけ上 の耐 性上昇に展気付き,各

薬剤 の耐 性検査培地 について保存実験 を行ない,薬 剤 の

力価低下 の問題について検討を加えた。

従来,薬 剤含有培 地の保存 については結核 菌 検 査 指

針1)に は"氷 室 に保存 し,1ヵ 月以内に使用す るよ うに

つ とめなけれは な らない。たた し,CS,THは 力価 の減

弱か早 いのて同 し条件下 に保存 しても2週 以内に使用 し

たほ うか よい"と 記載 され ているか,そ の他 の薬剤含有

培地 については特に記載 は認め られない。

また市販培地 ては氷室に保存す ること,あ るいは10℃

以下 に保存す るこ となとの住意か書かれてい るにす きな

い。

培地 は製造直後か ら氷室に保存 しなけれはな らない こ

とは常識 と考 え られ るか,市 販培地 の場合,検 査室か入

手す る まての保存条件 は これには るかに遠い もの]と考え
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表8　 RFP,TH,CS,EB,INH培 地 の保存成績(4週 間判定)

られ る。特に夏の荷車あ るいは車に よる輸送,取 次店で

の保存期間,条 件を考え ると,高 温に長 くおかれてい る

ものと考えなければな らないであろ う。

今回 のわれわれ の保存実験成 績 か ら み る と,PAS,

SM,KM,CPM,VМ お よびEVM含 有培地 以外 の薬剤

含有培地は,高 温 であ るほ ど,ま た長期であ るほ ど,保

存 中に薬剤 力価が低下 し,そ の低下 の状態はTH,RFP

は最 も著 明であるこ とが判 明 し,氷 室外 の保存では1～

2週 で明 らかに力価 の低下が認め られた。 したがつて,

製造後す ぐに培地 を入手 して氷室に保存す ることがで き

る ようなご く例外的 な施設を除けば,市 販培地を使用 し

た耐性検査成績 の信頼性は低い ものといわなければな ら

ない。精度 の低 い検査は大 きなマイナスの情報を与え る

ことになるが,耐 性検査 におい て不適当な培地を用いた

場 合,感 性菌 を耐性菌 と誤 ることが多 く,こ の危険性は

TH,RFPに おい て最 も高い ことが判明 した。 日常の耐

性検査 に不 適当な培地が用 い られ てい ないか ど うかをチ

ェックす るためには,H37Rvな どの標準株 の耐性検査を

随時実施す る他に,未 治療患者 あるいはRFP未 使用例

のRFPの 耐 性検査成績 を注意 して検討す る以外に方法

はないであろ う。

療研の細菌科会の昭和49年 の調査成績4)に よれば,全

国の医療機 関か ら抽出 した467施 設 の うちアンケー トに

回答のあつた239施 設 の79.1%の 施設 では市販 の耐性検

査培地 を使用 してい ることが報告 され てお り,こ れ らの

施設 では前述 のチ ェックが是非 と も必要 であろ うと思わ

れ る。療研 の昭和44年 の報告2)で は,RFP未 使用例の

RFP10μ9完 全耐性は0で あ り,同 じ療研 の昭和48年

の未治療 例の成績3)で は0.97%で,RFP未 使用例で

RFP10μgに 完全耐 性を示す ものはご くまれ で あ ると

考 え られ る。 したがつ てRFP未 使用 例で数%以 上に

RFPの10μ9完 全耐性が認め られ る場合には,ま ず薬

剤 力価 の低下 を考え なければ な らない であ ろ う。TH含

有培地 もRFP含 有培地 と同程度 あるいはそれ以上に力

価 が低下す るが,も ともと耐性 と感性を区別す ることが

困難 な薬剤 であるため,耐 性検査成績か ら薬剤力価 の低

下 を云々す る ことが難 しく,こ の目的には感性 と耐性 の

区別 の明瞭なRFPが 最 も適 当であると考え られ る。

いずれ に しろ,薬 剤含有培地 は製造直後か ら氷室に保

存 す ることが絶対必要条件 であ り,こ の条件 の守 られ て

いない培地 を用 いた耐性検査 の信頼性は低い ものと考え

なけれ ばな らないであろ う。

結 論

種 々の抗結核薬含 有1%小 川培地 の保存に よる薬剤力

価の低下の有無,低 下 の状況 を検討 し次 の結論を得た。

1) TH,RFP,CS,EBお よびINH含 有培地は4～5℃

の氷室以外の保存 では漸 次力価 が低下す る。低下 の程度

は,TH,RFP含 有培地に おい て最 も著 明かつ速やか で

あ る。 これ ら薬 剤含 有培地 の薬剤 力価低下 の程度 はTH

>RFP>CS>INH≧EBと 考 え られ る。

2)　 これ らの薬 剤含有培地 も4～5℃ の氷室 に保存 し
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た場合は,か な り長期間力価の低下 は認 め られ ない。 し

か しTH含 有培地は2ヵ 月 の保存で力価 の低下 が認 め

られ るので1ヵ 月以内に使用す ることが必要であ る。

3) PAS,SM,KM,CPM,VMお よびEVM含 有培

地は,室 温 でか な り長期に保存 して も力価の低下はほ と

ん ど認め られない。

以上 より耐性検査培地 は製造直後 よ り4～5℃ の氷室

に保存す る ことが絶対必要条件 であ り,特 にTH,RFP,

CS,INHお よびEB含 有培地 では この原則が厳守 され

なけれ ばな らない。 したがつ て市販培地 はメーカーか ら

検 査室の間の流通過程 において この原則を どのよ うに し

て守 るかが大 きな課題 であろ う。

本研究は結核研究所附 属病院在職 中に行 なつ た研究 で

あ り,こ の成績の一部は第50回 日本結 核病学会総会 にお

いて大 里が報告 した。

文 献

1) 結核菌 検査指針: 厚 生省監修, 日本公衆衛生協会発

行, 1972.

2) 日本結核療法研究一協議会: 結核, 45: 317, 1970.

3) 日本結核療法研究協議会: 昭和48年 研究報告書.

4) 日本結核療法研究一協議会: 昭和49年 研究報 告書.


