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The determination of the susceptibilities to antituberculosis agents in Mycobacterium 

avium—Mycobacterium intracellulare complex(MAI complex)is influenced by the size of 

inoculation used in the determination.Such influences differ greatly according to the drugs.

By increasing the number of colony-forming units(CFU)of the inoculation to 106—fold,

minimal inhibitory concentrations(MICs)of rifampicin and cycloserine have increased only 

2—to 3—fold.However,MICs of ethionamide,streptomycin,enviomycin and ethambutol 

have increased 4—to 9—fold.In contrast,MICs of isoniazid and sulfadimethoxine have 

increased 30—to 35—fold.Since the determination of MICs of isoniazid and sulfadimethoxine 

are so greatly influenced by the size of inoculation,the determinations of MICs of these 

two drugs should be carried out by use of the "actual count" method(6,7,9)or the 

proportion method(8).In the actual count method,the MIC is determined by inoculating 
20-100 CFU.

The determination of isoniazid susceptibility of M.tuberculosis(H37Rv)was influenced 

only slightly by the size of inoculation,but that of M.bovis(BCG)was influenced greatly 

as occurred in the determination of MAI complex strains.
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緒 言

Mycobacterium avium-Mlycoろacterium intm-

cellulare complexに よ る感 染症 は,今 日の 日本 で は,

決 して 稀 と は いえ な い 感 染症 とな った。 しか し,難 治 の

ことが多 く,最 も厄 介 な感 染症 の1つ と もい え る。 最 近,

MAI complex(Mycobacterium avium-M.intra-

cellulare conplexをMAI complexと 略 す)感 染 症

の 治療 効 果 と,こ の菌 の抗 結 核 剤 感 受 性 との間 に,関 係

が あ る こ とが報 告 さ れ,感 受 性 検 査 も重 要 で あ る と考 え

られ つ つ あ る1)2)。

しか し,感 受 性 の境 界 濃 度(critical concentration)

を ど こ に 引 くべ き か につ い て は,明 確 なconcensusが

で きて い な い。 東 村 ・一 山3)は,感 受 性 検 査 の判 定 を,

37℃2週 培 養 後 に 行 う こと を提 唱 した。 非 定 量 的 な,

あ る程 度 大 き い接 種 菌 量 を用 い る場 合,間 接 法 検 査 で,

結 核 菌 の 場 合 は,た い が い4週 で 判 定 され て い るが,

MAI complexの 場 合 は,も っ と 早 く判 定 で き る。

MAI complexの 性 質 も,ま だ 十 分 に分 か って いな い 。

105～106生 菌 単 位(colony-formingunits=CFU)

を接 種 に用 い た場 合,小 川 培 地 で は,結 核 菌 の 場 合 よ り,

ず っ と早 く判 定 が で き るの に,"actual count"が 可 能

な20～100CFUの 接 種 で は,約 半 数 の 菌 株 の成 績 判 定

は,結 核 菌 な み に4週 く らい か か る。 この 原 因 と して,

Tsukamura4)5)は,MAI complexの 方 が,単 位 重 量

に含 まれ るCFUが 大 きい こ とを 指摘 して い る。

最 近,筆 者 は,MAI complexの 感 受 性 検 査 を,ど

うす べ きか 考 え て実 験 して い る間 に,接 種 菌 量 に よ る最

小発 育 阻止 濃度(minimal inhibitory concentratiOn

=MIC)の 変 化 が,MAI complexの 場 合,結 核 菌 に

比 して か な り大 きい こ とを見 出 した。 特 に,INH(iso-

niazid)とSX(sulfadimethoxine)の 場 合 に,特 に

大 きい。 本 報 で は,こ の現 象 を報 告 す る と と もに,MAI

 complexの 抗 結 核 剤 感 受 性 測 定 法 につ い て考 察 を行 い

た い。

実 験 方法

MAI complex9株 とM-.tuberculosis 05001(H37

Rv)お よ びM.bovis06003(BcG日 本 株)の 合 計11

株 を 使 用 した 。 感 受 性 測 定 は,「1%小 川 培 地 」 を 使 用

して行 った。 使用 した抗 結 核 剤 は,RFP(Rifampicin,

Lepetit,Milano),SM(streptomycin sulfate,明

治 製 菓),TH(ethionamide,塩 野 義 製 薬),INH

(isoniazid,塩 野 義),EB(ethambutol,科 研化 学),

EVM(enviomycin sulfate,東 洋 醸 造),SX(sulfa-

dimethoxine,中 外 製 薬),CS(cycloserine,和 光純

薬)で あ る 。RFPとTHはpropylene glycolに,他

は蒸 留 水 に溶 解 し,そ の 溶 液1容 を,滅 菌前 の小 川 培 地

100容 に加 え て所 要 濃 度 と した。 培 地 は,'7mlず つ165

×16 .5mmの 試 験 管 に 分 注 し,90℃60分 間 滅 菌 して

斜 面 培 地 と した。

被 検 株 は,小 川 培 地 に 白金 耳 で 塗 抹 し,37℃10日 間

培 養 し,発 育 した集 落 を,ガ ラ ス玉 入 り コル ベ ンで5分

間 振 盤 して,0.1%Tween80水 溶 液 に浮遊 させ て,湿

菌 量10mg/mlの 菌 液 を作 った 。 これ を,0.1%Tween

80水 溶 液 で10倍 希 釈 し,10-7に 至 った。 接種 に は,原

菌 液,10-1,10-5,10-6,10-7の5種 の菌 液 を使 用 し,

その0.02mlず つ を 渦 巻 白 金耳(1白 金 耳 で0.02mlと

な る よ う に調 製)で,小 川 培 地 に接 種 した.接 種 した試

験 管 に は,底 に3mmの 切 れ 目の あ る ダ ブ ル ゴム栓 を

覆 せ,37℃ に培 養 した。100お よ び10-1菌 液 接 種 の場

合,対 照 と同 じ発育 を示 す培 地 と比 較 して,急 に発 育 が

著 減 す る濃度 をMICと した。 一 方,10-5～10-7菌 液 接

種 の 場 合 は,対 照 培 地 が,20～100個 の集 落 を示 した接

種 系 列 で,発 育 が完 全 に 阻止 さ れ た最 小 濃度 をMICと

した.こ の感 受 性 測 定 法 は,い わ ゆ る"actualcount"

法6)7)で あ る。 方 法 の 原 理 も方 法 も,Canetti et al.8)

の"proportion method"と ま っ た く同 じで あ る9)。

菌 液 を 作 る の に,0.1%Tween80液 を用 いた が,実

験 に要 した ご とき10分 位 のTween80接 触 で は,CFU

の減 少 も,感 受 性 の変 化 もま っ た く起 こ らなか った.こ

の 点,外 国 の あ る報 告10)と は ま っ た く異 な る結 果 を 得

た 。 蒸 留 水 に浮 遊 させ た場 合 と,0.1%Tween80液 に

浮 遊 さ せ た 場 合 で は,ほ と ん ど常 に,後 者 の 方 が 高 い

CFUを え た 。 お そ ら く,Tween80に よ っ て,菌 の

clumpingが 減 少 す る た め と思 わ れ る。

な お,"actual count"が 可 能 に な る ほ どの 集 落 の大

き さ を得 る まで の 培 養 期 間 は,菌 株 に よ り異 な った。 お

お よ そ,3週 ま た は4週 か か った。 接 種 生 菌単 位 数 の大

小 に 伴 うMICの 変 化 は,100～10-7菌 液接 種 で 同 じ時

期 に判 定 した 。

使 用 した 薬 剤 希 釈 列 は,2倍 希 釈 列 で あ った.使 用 し

た 最 大 濃 度 は,RFP200μg/ml;SM200μg/ml;TH

200μg/ml;INH200μg/ml;EB50μg/ml;EVM

400μg/ml;SX50μg/ml;CS50μg/mlで あ った。

実 験 成績

実 験 成 績 をTable1お よ び2に 示 す 。Table1の 上

段 に示 したMICsは,"actual count"法 に よ って 得 た

値,下 段 に示 したMICsは,そ の106倍(100万 倍)の

CFUを 接 種 して得 られ た値 で あ る。Table2に,両 者 の

MICsの 差 を倍率 で示 す 。106倍 の接 種 生 菌 単 位(CFU)

を使用 す る こ とによ るMIC値 の上 昇 率 平 均 値 は,Table

2の 最 下 段 に示 さ れ て い る。

接 種 生 菌 単 位 の 量 が 変 わ って も,CSのMIC値 は,

影 響 が 最 も少 な く,接 種 量 が106倍 に増 え て も,MIC

―22―



1990年7月 473

Table 1.Change of Minimal Inhibitory Concentrations by Size of Inoculation

The numbers shown in table are the minimal inhibitory concentrations.The upper row show the minimal inhibitory con

centrations determined by the"actual count" method,in which 20-100 colony-forming units were used as the inoculation.

The lower row show the minimal inhibitory concentrations determined by inoculating 106—fold colony-forming units.

は平 均1.7倍 大 き く な る だ けで あ る。 これ に次 い で,

RFPのMICも,影 響 が少 な い。 接 種 量 を106倍 に して

も,MICの 上 昇 は,平 均2.7倍 に と ど ま る。 以 下,影

響 は,TH,SM,EVM,EBの 順 に大 き くな る。EBの

MIC値 測 定 に 対 す る接 種 生 菌 単 位 の 影 響 は,か な り大

き く,106倍 接 種 で 平 均8.5倍 の 増 大 とな る.し か し,

INHとSXのMIC値 測 定 に対 す る影 響 は,こ れ よ り も

は るか に大 きい。 接 種 生 菌 単 位 を106倍 に上 げ る こ と に

よ り,INHのMIC値 は,平 均34.5倍 に,SXの そ れ

は,平 均29.7倍 に上 昇 した。

考 察

現在,MAI complex感 染症 は,稀 な疾患で はない。

私 どもの中部病院 で も,入 院 または外来治療中 の本症 の

患者 は,数 十名 いる。 しか し,本 症 の治療 は容易 なこと

で はない。今 まで,い ろいろな工夫 をこ らしたが,特 に

有効 な治療法 はみっか らない。 しか し,若 干数の患者 で

は,在 来 の抗結核剤で も,排 菌が停止 した.し か し,空

洞 まで完全 に消失す る例 は少 ない。 この ように,予 後の

良 い患 者 のMAI complexの 抗結 核剤 感受性を調べて

み ると,結 核菌並 みの感受性 を示す ことが分か り,試 験

管 内感受性試験 と治療効果 の問 に関連性が あると思われ

た2)。

われわれは,上 述 の感受性検査 を行 うにあた って,約

10mg/mlの 菌 液 を作 り,そ の0.02mlを 小川 培地 に

接種す る方法 を使用 した。 この接種量 中に含 まれ る生菌

単位(CFU)は,107～108で あ って,結 核菌 の106前

後 と比較 して,か な り大 きい。 このよ うな 「非定量的方

法」 で も,感 受性試験 によるMIC値 の再現性 は,か な

り良 い2)。 しか し,感 受性試験 の方法 として,よ り正確

(再現 性 が高 い)と 信 じられている"actual count"法

また はproportion method6)～9)と 比 べ て,ど の く ら
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Table 2.Elevation of Minimal Inhibitory Concentrations Caused by Inoculating 106-fold 

colony-forming units

い違 うMICに な っ て い る のか 分 か らなか っ た。

本 報 で は,こ の研 究 を行 っ た ので あ るが,薬 剤 の 種 類

に よ り,MIC値 測 定 に 対 す る接 種 生 菌 単 位 の影 響 が,

か な り違 う こ とが 分 か っ た.MAI complexの 場 合,

RFPやCSに つ い て は,少 々 接 種 菌 量 が 違 って も,測

定 さ れ るMIC値 は,あ ま り変 わ らな い こ とが 分 か っ た。

接 種菌 量 のMIC値 測 定 に及 ぼす影 響 は,TH,SM,EVM,

EBの 順 に 大 き くな る。EBの 感 受 性 検 査 の場 合 は,か

な り接 種 生 菌 単 位 数 に気 を配 らな けれ ば な らな い こ とが

分 か った。

以 上 の 抗 結 核 剤 に対 して,INHとSXの 場 合,接 種

生 菌単 位 がMIC値 測 定 に及 ぼす 影 響 は は な は だ大 き い。

生 菌単 位数 が増 加 す る と,MIC値 は,30～35倍 も変 わ っ

て く る.し た が って,Aの 研 究 者 とBの 研 究 者 の測 定

し たMIC値 に つ い て論 じる場 合,接 種 生 菌 単 位 数 を同

じに して お か な け れ ば,比 較 が で き な い こと に な る。 研

究 の た め に,MAI complexのINHま た はSXの 感 受

性 を調 べ る場 合 に は,"actual count"法6)7)の よ うな,

接 種 生 菌単 位 数 を一 定 化 す る方 法 を用 い る必 要 が あ る。

Proportion method8)と"actualcount"法 の 測 定

手 技 はま った く同 じで あ る が,結 果 の表 現 法 が異 な る。

proportion methodで は,何 μg/mlで のsurvivors

が 何%ま た は 何%の 阻止 と表 現 す る。"actual count"

法 で は,接 種 生 菌 単 位20～100CFUの 場 合 のMIC値

で 表 現 す る。 何%と い って も,正 確 な もの で は あ りえ な

い か ら,こ の 方 が,表 示 が簡 単 で あ る。"actualcount"

法 で は,20～100CFUが 完全 に 阻止 さ れ たMICを 示 す

故,そ の'濃度 は,被 検 細 菌 集 団(bacterial population)

の95～99%が 完 全 に 阻止 さ れ る濃 度 で あ る。

結 論

MAI complexの 抗 結 核 剤 に対 す る 感 受 性 検 査 を行

う場 合,測 定 さ れ る最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は,接

種 す る 生 菌 単 位 教(colony-forming units=CFU)

に よ っ て,多 少 と も影 響 され る。RFP,CSのMIC測

定 に 対 して は,CFUの 影響 は比 較 的少 な い。 しか し,

TH,SM,EVMで は,接 種CFU数 に よ り1:4な い し

1:6く ら い の 差 が 出 る。EBの 場 合 は,こ の 変 動 が

1:9く ら い に な る。 しか し,INHとSXの 場 合 は,こ

の影 響 が 著 しく大 き く,変 動 幅 は1:30～35と な る。 し

た が っ て,MAI complexのINHお よ びSXに 対 す る

感 受 性 を 測 定 す る場 合 は,接 種CFU数 を一 定 化 す る必

要 が あ る。
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