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The proportion method demands an exact count of the colonies on the control and drug

-containning media to calculate an exact percentage of resistant bacilli among bacilli-

population. To realize this objective, the bacilli suspension must be fresh and homogeneous
, 

susceptible and resistant bacilli must be equally distributed
, each bacillus must be dispersed 

as a single cell when the bacilli suspension is diluted
, colony count must be reduced at a rate 

pararell to the dilution.

 The critical concentration of each drug should essentially be determined in a clinical 

manner, however as the multi-drug combination therapy in the rule for the treatment of 

tuberculosis, it is very difficult to make an exact determination of the resistance to each of 

drugs.

 It may be better, as Canetti pointed out, to decide using the pure bacteriological 

method and later compare findings with clinical studies
, making changes in the future if so 

required.

 We choose to follow their criteria for nearly all of the drugs making only a few 

exceptions.

 1) SM: DH—SM is not available in Japan as Japanese government prohibits its 

production. Growth on the medium containing SM (only concentration of less than 4ƒÊg/ml) 

was more abundant than on DH—SM media.

 Not knowing the fact that when an air—tight cap was used on the medium tube
, the 

result of susceptible test shows 4-10 times higher resistance
, we first used an air permeable 

cork cap. Futamura noticed the fact later and deviced the M—type cap
, which is air-tight 

originaly, but allows air to flow into the tube automatically when needed
. But such cap

* From the National Nakano Chest Hospital , 14-20, 3—chome, Egota, Nakano—ku, Tokyo 165 

Japan.
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seemed not necessarily to be expected when employed routinely in the case of a SM con

centration of 4  beg/ml. 

 Next for the clinical study, considering the combined triple-drug treatment and relapse 

rate of positive bacilli after six months and one year, we adopted an 1% SM solution 

(10ƒÊg/end) and the 0.2 lug/m1 of INH as the clinically significant criteria.

 2) RFP: Among previously untreated patients, 1,346 were tested using only the 

indirect method, revealing a critical concentration at 10  ktg/ml. Their critical proportions 

were 1-9 % in 14 patients (1.0%) which might be technical mistakes, because retested 1/3 

cases of them were found 0 % to 10 ƒÊg/ml of RFP and the remainnig 2/3 also must be 0 %. 

For the detailed explanation, please see the literature (5).

 There were also 3 patients whoes critical proportion were 50 % or more. They are the 

true primary drug resistance cases and they are 0.1 % among total untreated 2,450 patients. 

In the course of treatment including RFP, if resistant bacilli actually appeared in 1 % of 

the total bacillary population at 10 ,ƒÊg/ml of RFP, its critical proportion always increased 

gradually and bacillary conversion was never attained. From these 2 reasons we adopted 

"1 % growth on 10 ƒÊg/ml-RFP media" as clinically significant criteria.

 The introduction of international standardization for resistance criteria is very 

problematic. Therefore in the meantime, it might be better to determine the most reliable, 

rapid and simple susceptibility test method, and present it for unanimous acceptance.

 There are many weak points for egg medium: 1) loss of drug potency while making the 

media, (depending on the drugs, for example, RFP and KM decrease to 1/10 but  there is no 

change in INH): 2) difference between direct and indirect method, which also changes with 

the drugs and their concentrations, and 3) effect of the cap on SM resistance.

 Potency reduction is nearly non—existent during the production of agar media and none 

of the weak points, described above for egg media have been found. Furthermore agar has a 

special characteristic ; its transparency.

 Egg media or agar media, which will gain the winning votes?

Key words: Air—tight or non air—tight cap, 

Proportion method, Drug resistance decided 

by pure bacteriological method, MIC of wild 

strain, Egg media or agar media, Anti

tuberculous drugs

キーワーズ:気 密性 か通気性栓 か,プ ロポー ション

法,純 細菌学 的方法 による耐性値,ワ イル ド ス ト

レイ ンの最低 阻止 濃度,卵 培地 か寒 天培地 か,抗 結

核剤

Primary drug resistanceの 問題 が騒 がれた頃,他

の国 々との比較が望 まれたが,測 定法,判 定法 が各国 ま

ちまちで,お お よその見当づ けに終 わ った。

IUATで は一次 薬3者 につ いて の国際 共同研究1)を

行 った。 その際 各国か らの患者の菌 はすべて ヨー ロッ

パー 流の5研 究所 に集 め分担 して耐性検査を行 った。検

査方法,判 定方法等 あ らか じめ綿密 な打合せが行われた

にかかわ らず,成 績 は必 ず しも一致せず正 しい判定 は出

来 なか った。

第2回 の国際共同化学療法2)は,い わゆ る二次薬 によ

る もので,前 回同様すべての菌 は前記5研 究所 に集 め ら

れ,あ らか じめ検査法 につ いての打合せ とともに,今 回

はproportion methodとratio method〔 註1〕 は両 者

と も必 ず行 う こ と と した。 この 時 の二 次 薬 はTb1, TH,

 PZA, CS, VM, KMで,こ れ にSM, INH, PASの

一 次 薬 の耐 性 検 査 も行 った 。

共 通 の 耐 性 値 はだ れ し も望 ん で い る にか か わ らず,何

故 これ が 出 来 な いの で あ ろ うか 。

〔註1〕ratio methodはH37Rvと 被 検 菌 のMIC

を比 較 して耐 性 値 を決 定 す る方 法 で,も っ ぱ ら英 国

で行 わ れ て い る。

私 は現 在 最 も広 く用 い られ て い るCanettiら のpro-

portion method 3)を1965年 よ りroutineの 検 査 と し

て実 施 し,耐 性値 も極 く一 部 を 除 い て 同 じ値 を 採 用 した。

―12―



1994　 年6　 月 399

Fig. 1 Yearly Change of Resistance Rate in the previously 

untreated Patients with pulmonary Tuberculosis.

その結果 は第一報4)で 報告 した通 り種 々の問題の ため原

法通 りにはゆかなかった。

第2部 の15)で,現 在 わが国で最 も広 く用 いられて い

る5剤 中RFPの 問題 を報告 した。 この回 は残 りの4剤

につ いて特 に重要 と思 わ れ る点のみを報 告す る。PZA

の検査 を行わ なか った ことは最 も残念であ った。

SM

1) DH-SMとSM

初 回例(以 下特 に断 って いるもの以外 は14日 以内の

使 用 例 も含 む もの とす る)に つ いてDH-SM1293例

(1966年1月 初 め よ り72年2月7日 までの例)とSM

773例(72年2月8日 よ り74年6月7日 までの例)の

―13―



400
結 核　第69巻　 第6号

Table 1 Bacteriological Investigation on SM

1) DH—SM and SM.

2) Direct-and indirect method.

notice: In this 2) all the primany cases, tested by indirect method were considered, during the 
first 2 years DH—SM and during the following 10 years SM were used.

3) a: Influence of the cap at the early stage of changing.

3) b: Comparison of the result of long term observation with M—type cap.

notice: 1) before before 2 years patients, after after 6.5 years patients. 2) Clinical 

significant criteria on SM 4  ƒÊg/ml 1 % which Canetti et al strongly insisted, is confirmed 

by innumerable clinical facts and were wilely accepted. But our data on SM were caused 

by different resistant test method (SM instead of DH-SM, permeable-instead of air 

tight cap) and we were obliged to adopt 10ƒÊg/ml 1 % as criteria tentatively.

4) Microcolony
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Table 2 Clinical Investigation 

1) Bacilli positive cases after 6—months combined treatment 
with SM—INH-PAS

3) Resistant grade of the cases who were bacilli positive 
after one year treatment with SM, INH and PAS

比較 であ る。 ともに コル ク栓使 用。Table 1の1に 示 す

通 り4μg1%以 上 も10%以 上 も ともにSMが 極 めて

高値(P=0.0000),50%以 上 で も同様(P<0.0003)

で直接,間 接 に分 けて も常 にSMが 有 意に高か った。

しか し10μ9で は有意差 は全 くなか った。Canettiら の

原 法 は4μg 1%を 耐性 値 と してい たが1969年 には4

μg 10% 6)に変更 された。

2)　直接 と間接(Table 1～2)

同一症例で直接 と間接を行 った症例 は少数 なので,こ

こで は1970年 以後12年 間に行 った初 回例 につ いてのみ

検討 す る。 したが って初 めの2年 余 はDH-SM,以 後

はSM,ま た初めの5年 半 は コルク栓,以 後 はM型 栓 に

よって いる。 また菌液調製 に初 めの7年 半 はロ過菌液,

後の4年 半 はTween 80に よる もので,直 接 と間接の比

較 はこれ らの因子が絡 みあ った もので ある。入院時痰の

菌がガフキー7号 以上 は直接法,以 下 は間接法 によった。

表 の通 り4μgで は1%以 上 で も10%以 上で も間接法

a

b

c

d

Fig. 2 Air-tight or not during cultivation of

 tubercle bacilli (Futamura)

が有意 に高 か った。50%以 上 で は有意差 はなか った。

また10μgで は有意差 は全 くなか った。

3)　 コルク栓 とM型 栓

M型 栓 は二村7)の 考案 による もので密 閉式 であるが,

酸素 が必要 な時のみ空気 が流入す るよ う工夫 されたゴム

栓 である。二村 は この栓 を作 るに当た って次 のよ うな実
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験を行 っている。塗抹陽性の喀痰20例 を用い,コ ロニ ー

数 が50～100個 にな るよ う稀 釈,20本 の培地 に接種,

これ を5本 ずっに分 けabcd 4つ の通気 の し方で培養 し

た(Fig. 2)。

その成績 はaが 最 も菌数 多 く集落 も大 きい。bは 菌数

はaに 匹敵す るが集 落 は小 さい。cは 菌数 も少 な く集落

も小 さい。dは 集落 は大 きいが菌数 が少 ない。aはM型,

bはpasteur研,dは コル ク栓であ る。

Meissner 8)は密 栓 は通気 栓 よ り耐 性値が数倍高 く出

る ことを証明 して いる。

Fig. 1の1お よびTable 1の3aで 直接法4μg 1%

で コル ク栓 をM型 に替 えた年(1974年)の 前半,コ ル

ク栓によ る54例 では,同 年 の後半M型 栓 に替 えた62例

の方が有 意に高耐性値(P<0.01)を 示 したが,間 接法

で は同 じくM型 栓がよ り高 い耐性値 を示 したが有意差 に

は至 らな か った(Table 1-3a)。 ま た,直 接法4μg

 1%の 経過をみ ると(Fig. 1お よびTable 1-3b),同

じM型 栓 を使 って いるにかかわ らず耐性値 は次第に低 く

な り,4年 後 に は コル ク栓 の最高値(1973年)よ りは

るかに低耐性値 とな り,一 時 またある程度上昇 したが ま

た低 くな った。

Fig. 1の 直接法 で1972年 か ら74年 前 半 まで の約2

年半 の289例(コ ル ク栓)で は4μg 1%以 上 の耐性例

は78例(2796)で あ ったが,74年 後半 か ら81年 まで

の1,088例(M型 栓)で は306例(28.1%)で 全 く有

意差はなか った。 間接法で同 じ両期間を比較 した ところ,

前 期(コ ル ク栓)で は484例 中4μg 1%以 上 の例 は

124例(25.6%)で,後 期(M型 栓)で は1277例 中

456例(35.7%)で κ2は8.45(P<0.005)でM型 栓

が はるかに高 い耐性値 を示 した。 この原因 は明 らかで な

い〔註2〕。M型 栓 を再試 用 した ため とも考 えたが,直 接

法では使用開始の直後にはM型 栓が高度 に耐性値 が高 か っ

たのに長 い期間でみ ると差がない。逆 に間接法 では初期

には有意差以下 の差で長 い経過をみ るとM型 が有意 に高

い。以上 は4μgに つ いてで あって,ロ 本で は全 く考慮

され て いない値であ る。10μg以 上で は両者間 に全 く差

がなか った。

〔註2〕 この原 因 の一 つは1977年 よ り間接法で は接

種菌の均等 化のためそれまで ロ過菌 を用 いていた代

わ りにTween 80を 用い始 めた こととも関係 がある

ことは確実4)で あ るが真の原因 は分 か らない。

4)　微細 コロニー

Canettiは,微 細 コロニーは しば しばみ られ るところ

であ るがどんなに小 さ くて も確実 に数え ることは絶対必

要 と言 ってい る。4週 判定 が出来 ねば6週 判定す る。 ア

メ リカのGuide-book 9)で は顕 微鏡 で みることを推 め

て いる。私 どもの経験 では微細 コロニーは コロニー数が

50以 下 の もの に,ま たよ り低 い耐性値,例 えばSMは

4μg,EB 2μg,KM20μgに 頻 発,よ り高 い 濃 度 で

は大 部 分 菌 そ の も のが 生 え て いな か った 。 またINHは

0.1μgで も微 細 コ ロニ ー は極 め て稀 で あ った。

5)　 臨 床 面 よ り(Table 2)

私 ど も10)は 臨 床 耐 性 規 準 と して3規 準 を 仮 定 した 。

症 例 はmoderate advancedとfar advancedの み

で 合 併 症 の な い例,治 療 開 始 時 は全 例 規 準1の もの を 選

ん だ 。 初 回 例592例,既 使 用 例340例 で あ る。

SM-INH-PASの3者 併 用 を行 い,6ヵ 月 目 な お菌

陽 性 例 を検 討 した。Table 2の1の 通 り初 回 例 で はaと

bの 問 に は有 意 差 な く,a+bとcの 間 に は有 意 にcが

劣 って い た(P<0.025)。 既 使 用例 で も同様 にaとbの

問 に は有 意 差 な く,a+bとcの 問 で はcが 高度 に 劣 っ

て い た(P<0.003)。

次 に 再 発 率 を 検 討 した(Table 2-2)。 こ こで 再 発 と

は3ヵ 月 以 上 陰 性 が つ つ い た後 再 排 菌 した もの を い う

(観 察 期 間 は 治 療 開 始 か ら1年 以 内 の 例 に 限 っ た)。

Table 2-2の 通 り初 回 例 で はaとbの 間,a+bとc

の 間 と もに有 意 差 は な か った が,既 使 用 例 で はaとbの

間 に も高 度 の有 意 差 が み られ た(P<0.003)。

な お1年 以 上 治療 して無 効 例 を3つ の判 定 規 準 で み る

と,cの 規 準 を 耐 性 とす る と1年 治療 して も無 効 な の に

耐 性 例 は約1/3に 過 ぎな い こ と にな る(Table 2-3)。

初 回 耐 性 の 文 献 で 中 野 病 の 例 と比 較 す る た あPro-

portion methodで 行 った発 表 の み を探 した。 第1は

Thibierら11)の も の で1958～60年 の3年 間Lyceeの

学 生 の 初 回 耐 性 に っ い て で あ る。 耐 性 規 準 はINH 0.1

μg,SM 4μg,PAS 0.5μg全 例100%で あ った。 中野

病 の 例 は1966～69年4年 間 の例 で あ る。Thibierら の

例 はPasteur研,proportion methodで 菌培 養 は接

種 後2～3日 は綿栓 次 いで 封 蝋 す る方 法 でDH-SMで あ

る。 中野病 の例 は約7～8年 後 の もの で 同 じ くDH-SM。

た だ し栓 は始 めか ら通 気 性 の コ ル ク栓 で あ っ た。

INHの 初 回耐 性 は共 に8%で あ ったが,SMは 中野

病が2倍 近 く高か った。 中野病 で も密栓 に していた らこ

の差 はさ らに大 き くな った と思われ る。PASが 中野病

で はるか に高 い理由 はよく分か らない。

第2の 発 表 はCanettiら12)の フラ ンス全国の初回耐

性 で あ る。1962年11月1日 よ り64年7月 末 日までの
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フ ラ ンス在 住 の 外 国 人 を 含 め て の調 査 で あ る が,こ こで

は フ ラ ンス人 の み につ い て の成 績 を前 述 の 中野 病 の例 と

比 較 した 。

耐 性 値 はCanettiら は さ らに 幅広 く した。 す な わ ち

SM 1)4μg 1%<2)2μg 50%<3)両 者

INH 1)0.2μg 1%<2)0.1μg 10%<3)両 者

PAS 1)0.5μg 1%<2)0.25μg 10%<3)両 者

中 野 病 の 耐 性 値 は上 記1)の み で あ る。 と もにDH-

SM栓 は前 回 と同 じ。

今 回 はINHの 耐 性 が中野 病 が2倍 高 くな ったが,

SM,PASで は前 回よ りかえって幅 が少 な くなった。

INH

INHは 現在知 られている抗結核剤 のうち最 も安定 し,

直接間接 の差 もほ とんどな く,栓 の影響 も受 けて いない

(Table 3,Fig. 1)。 また卵培地 と寒天培地の差 もな い。

に もかか わ らず世界 中 の耐 性判 定 はまちまちで ある。

Canetti 12)は中等度 の耐性 ある113例 を当時実際 に行わ

れて い た8っ の規準 で判定 したところ,BMRCの 規準

では99%が 耐性,Veteran Administrationの 規準で

は24%が 耐性 であった。 日本の規準(1μg完 全耐性)

で は63%が 耐 性 とい うことになる。 この ように検査が

明 らかにされているにかか わ らず判定が一致 しな いの は,

純細菌学 的あるいは純臨床的以外の考慮が含 まれて いる

ためではなかろ うか。実地 において は各施設の検査法 も

Table 3 INH (bacteriological investigation) 

1) Direct-and indirect method.

2) Influence of the cap.

3) microcolony

異 な り,検 査 値 そ の もの も異 な って い る。

Rist 13)は,INH 0.1μgに 完 全 耐 性 で0.2μg,0.5

μgに 感 性 な例 で 無 効 な例 を多 数 経 験 して い る と述 べ て

い る。 私 は0.2μgに0%の4,166例 につ い て検 討 した

と こ ろ97.9%は0.1μgに も0%で あ っ た が,1%以

上 は87例(2.1%)で あ っ た。 後 者 の うち10%以 上 は

54例(1.3%),50%以 上 は32例(0.8%)で あ っ た。

な お中 野 病 で の1966年1月 よ り16年 間 の初 回 耐 性 の

(0.2μg 1%以 上)推 移 はFig. 2の 通 りで あ る。

Table 4 KM (bacteriological investigation)

 1) Direct-and indirect method.

2) Influence of the cap.

3) Microcolony

Table 5 EB (bacteriological investigation).

 1) DH—SM and SM.

2) Influence of the cap.

3) microcolony
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KM

Fig. 1,Table 4に み られ る よ うに,20μg 10%を 耐

性 限 界 と し直 接 と間 接 と比 較 す る と間 接 が 高 度 に 高 い

(P=0.0000)。20μg 1%以 上 で は間 接 が さ ら に高 い。

50%以 上 も,50μg 1%以 上 も と も に 間 接 が 有 意 に 高

か った。 しか しコ ル ク栓 とM型 栓 の 差 はな か った 。 微細

コ ロ ニ ー は20μgに は極 め て多 く,50μgで は ほ とん ど

な か った。

1968年 の 初 め よ りKMの 耐 性 検 査 は全 例30,40,50

μgに つ いて 行 った。 残 念 な が ら20μgは 行 って い な い。

総 数398例 。

30μg=50μg 379{列

(95.2%) {
共 に0% 319例

共 に++++ 52例

共 に+ 8例

30μg>50μg 191列(4. ,896)

以 上 の成績 か ら主耐 性値 を20μg 10%と すれば,副

耐 性値 は30μg 1%以 上 が50μgよ りよ りよい と思わ

れ る。Canettiの 原法 もそうなって いる。

一 般 に耐性 値 は間接 法 にな って いる。KMは 間接が

抗結 核剤 中では飛 びぬけて高 いが,や はり間接法の成績

によ らねばな らない。初回耐性値 は1970年 か ら12年 間

ほとん ど一定 であった(Fig. 1)。

EB (Table 5)

2μgで の 直接 と間接 の比較で は1%以 上,10%以 上

と もに間接 が有 意 に低 い(P<0.003)。 しか し50%以

上および3μg 1%以 上で は有意差 はなか った。

初回 耐性例 の年度別変動 をみると(Fig. 1),特 に直

接 法 で はSMに 次 いで変 動 は なはだ しく,初 めの2年

間 は3%以 下 で あ った ものが以後10%あ るいはそれ以

上 にな った。個人 的の経過 で も,感 性 か と思 うと耐性 に

な った りして判 断に迷 う例 が時々み られた。患者 自体 の

耐性 値の変 動か,測 定技術 による ものかよ り深 い洞察 の

必 要 を痛 感 した。微細 コ ロニー は2μgに 多 く,3μg

に はほとん どなか った。

討 論

もと もとCanettiら の耐 性値 は純 細菌 学 的に きめた

ものであ る。本 来 は臨床 的に きめ るべ きであるが,2～3

剤 を併用 してい る現在,確 実 に1剤 の耐性 を きめる こと

は至難の業で,細 菌学 的方法によ らざ るを得 なか った。

この方法で きめた耐性値 と臨床 との不一致 は,別 に考慮

せねばな らぬ と言 ってい る。

細 菌学的方法 とはwild strainのMICを 求 めその

中 間 値 以 上 を 耐 性値 とす るこ とで あ る。例 え ばINH

 0.2μg 1%はwild strainの 中間値0.0005の2,000

倍,最 高値の250倍 にな ってい る。二次薬 は一次薬 に比

しこの割合 ははるか に少 ない。

耐 性 値 はcritical concentration(耐 性 濃 度)と

critical proportion(耐 性割合)の2つ か ら成 り立 っ

て いる。耐性濃度 は耐性か感性かを分け る基本 的な もの

で,割 合 は耐性の度合いを示す ものであ る。 よ りよい耐

性値 とは,

1)　どんな に低い耐性値 も見逃 さないが,感 性例 まで

耐性 と して はな らな い。

2)　耐性値 はwild strainの 中間値以上 でなければ

な らな い。

Table 6 Comparison of Clinical Significant Resistance Criteria

 of Various Drugs between Several Laboratories

note:* Originally it was 1.0%, but was changed to 10% on 1969.

** This is 2 ƒÊg 1% due to H. L. David.14)

 *** In East Germary, at first vertical diffusion method exclusively had been used but after precise

 comparative study it was changed to proportion method as national policy since 1975.15)

**

 **At first we used 4 ƒÊg 1%, but because of we could't use DH—SM and the difference of the cap,

 we changed to 10ƒÊg 1% tentatively.
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3)　耐性割合 は治療期間が長 び くに併行 して上昇 す る。

一次薬 は90%以 上 にな るが
,二 次薬 は高々50%位 に し

かな らない。

一次薬 の特長 は
,通 常の服薬量 で達 しうる血 中濃度 が

試験 管 内の発 育阻止 濃度 の30～50倍 であるのに,二 次

薬で は高 々10倍 であ 。

このようにして細菌学的にきめ られた耐性値 と他 の国 々

の耐性値をTable 6に 示 す。

私 どもはCanettiの 原法 に従 ったので あるが,SM

とRFPは 前述 の理 由で異 な っている。

冒頭 に述 べたよ うに各国 の耐性値が余 りにまちまちで

あ るので,国 際的統一 の希望 はだれ しも望む ところと思

われ るが,そ の道 は遠 いようで ある。 しか しこの希望 に

一歩 で も近 づ くためには,次 の ような最 も大切 な点の解

決 がまず必要 と思 われ る。

1)　採取菌 の新 旧

耐性検査 のための採種菌 は,す べて発育 の盛 んな新 し

い菌が 望 まれ る。理 想的に は固形培地 では接種後10日

目,液 体培 地 で は1週 目の菌を接種す る。Trudeau 15)

で は固形 培地10日 目の菌であ った。私 ど もの所 では,

固形培地で4週 判定後遅 くもその2週 以内 の菌 を用 いて

いる。

2)　菌液の均等化

結核菌 は自らは動 かないので,菌 は全体的 に菌塊 を作

り耐性 菌 は耐性 菌 ど う し集 ま って い る。Fenner 17)は

Tween albumin液 に培養 した菌液で も口過 しないと

少 な くとも80%は5個 以下の菌塊を作 ってい るという。

したが って使用 に当 たって は常 に軽 く遠沈 しっつ いて 口

過 している。79%バ ラバ ラにな った菌液を浄 水,0.1%

 bovine albumin液 お よびM/15のdisodium hy-

drogen phosphate液 中に入 れて,時 間おきに観察 した

ところ,0.1% bovine albumin液 中では24時 間100

%バ ラバ ラであ ったが,他 の2液 では2時 間後 には再凝

集 した。

固形培地の場合は菌塊 を培地全面 よ りか きと り硝子玉

の はいった フラス コ中で短時間振盪 した後浄水 を加 えて

標準液 と濁度調 整する方法,さ らにこの液を遠沈 あるい

は一夜静 置後上清 を用 うる方法,口 紙で 口過 す る方法,

短 時間超音波 をかける方法等が提案 されてい る。菌液の

均等化 は耐性検査法中の最 も重要な ものの一 っであ る。

菌液 の稀釈 は最 も厳密 に行 って もコロニー数 は併行 し

て減少 しない。Bercea 18)の研 究 で は,10-5mg/ml液

0.2ml接 種 した菌の平均値 は19.25,10-6で は1 .92で

は な く3.81,10-7で は0.38で な く0.44で あ った。

Berceaは す べて化学 ピペ ッ トで菌液 を1.0ml,浄 水 を

10mlの ピペ ッ トで9mlと って よ く混合 した後,ピ ペ

ッ トを取 替 えて次 の稀釈 を行 った。各稀釈 液 か ら0 .2

mlず つ接 種,各 稀釈 液 ごとに40～43本 ずつ接種 した

成績 であ る。

私 ど もの所 で は,最 初 の10年 間は 口紙 による口過菌

液を用 いていたが,技 術者 が発病 したため以後 は口過 は

中止 しTween 80の10%液1滴 を中試験管 にと り,固

形 培地全面 か らかきとった菌塊5～10mgを この中 に入

れ,直 径6mmの 硝子棒 で試 験管 壁で丹念 に摩砕 した

後 浄水 を加 え標準 液 と濁度 調整 を行 った。その結果,

10-5菌 液0.1ml接 種 した菌数 が10個 か ら100個 あ っ

た割 合 は 口過法で は40%,Tween 80で は75%,ま た

20個 か ら100個 だ と22%と50%とTweenの 方が はる

かに勝れて いた。新鮮な菌液を用い,さ らに工夫すれば,

よりよい成績が期待 され ることは確実であ る。

3)　接種菌量

absolute concentration methodで は接種菌量 の一

定が特 に人切 で,菌 量 が常 に変 わ るよ うでは検査 自体行

わない方 がよい とまでいわれている。

Meissnerは 仮 に50個 の耐性 菌 があ って も,そ れが

臨床 的に有為 なためには全菌数 は5,000個(す なわち耐

性菌 は1%)な ければな らないと言 っている。

Brandon 19)は,Pasteur研 の長年 の成績が10-5の

菌 数が20,50,100の 割 合で あ ったというので,極 めて

綿密 な数 学 的計算 と実 験 の後,80%以 上の精度で同 じ

成績 を再現す るためには,一 次薬(SM, INH, PAS)

で は2,000～10,000,二 次薬 で は200～1,000個 の菌 を

接種す る必要があ るという。

4)　卵培地 と寒天培地

日本 は戦後 アメ リカの 占領 下にあ って,全 部 アメ リカ

の規準を受 けっいでいた。 アメ リカが寒天培地 にな った

ので 日本 で も一 時使 ってみたが,雑 菌がはい りやすい上

に寒天培地 の必要性 が十分理解 で きなか った。

柳 沢 はKM20)の 耐性 検査 に際 し,卵 培地 は寒天培地

に比 し力価 が余 りに下 り使 い ものにな らないと して寒天

培 地 の成績 を発 表 して い る。力 価減 弱 はそ のほかSM

(1/4～1/2)RFP(1/10)等 に もみ られて いる。 のみな

らず初 回例 で の直接 と間接 の差 もま ちまちで,例 えば

RFP10μg 1%で は直接 が飛 びぬ けて高 く,EB2μg

 10%で も直接 が極 めて高 い。一方,KMは20μg 10%

で間接が高度 に高い。 また,薬 剤 によって は差が ほとん

どない もの もあ る。

アメ リカ9)で は7H10培 地 が粉 末状 に して販売 されて

い る。 ま た耐 性検 査用 の薬剤 は,Disc 21)と して も発売

されてい る。

結 論

1) proportion methodで は対照 の菌数 も耐性培地

上 の菌数 も正確 に数 えることが絶対必要 である。

2)　耐性検査用菌液 は新鮮で,個 々バ ラバ ラになって

いる極 めて均等 な菌液で あること,稀 釈 に併行 して同 じ
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割合 にコロニー数 の減少 が必要で ある。

3)　小川培地 での臨床耐性 限界 は間接法 によることを

前提 と して,RFPは10μg1%と し補助 として20μg

1%も 行 う。SMはDH-SMが 使用不能,栓 の関係 そ

の他 で10μg1%,INHは0.2μg1%を 主 と し0.1

μg 10%も 附加 する。KMは20μg10%と30μg1%,

EBは2μg10%と3μg1%と す る。

4)　国際統 一を希望 し,そ の前提 としての耐性検査上

の最重要 と思 われ る2,3の 問題点について述 べた。

5)　卵培地 と寒天培地の優劣 について,卵 培地 の欠点

について種 々述べ たが,寒 天培地 について も欠点 の有 無,

程度をよ り深 く探究す るとともに,両 者の勝れた点 につ

いて も比較 し,両 者 の終局的優劣を決定す ることが大切

と思われ る。

稿を終 るに当 って多 くの方 々に陰 になり日向 にな って

御援助を頂いた。

医局関係で は第一に吾妻洋君 をあげねばな らぬ。在局

時 に常 に私の側 にあ って研究 の手伝 いを して頂 いた。既

使 用例 にお け るRFP 0.9gの 使用 の し方 につ いて の私

の考 え方 は,彼 の症例の示唆によ るものである。新海 明

彦,井 槌六郎両名誉院長 には私 の研究 を励 ま し不明 の点

の解 明を助 けて頂 いた。その ほか医局 の諸先生 には無理

な治療法,期 間等多 くの注文を したにかかわ らずよ く助

けて頂 いた。

検査 関係 ではproportion methodを 心 よ く引 きう

け,そ の改善 のため全力 を尽 した斎藤千別君 と,私 の細

か い臨床検査 を綿密 に実施 して頂 いた故二村久君の2人

には特 に感謝 を捧 げたい。

病歴係の宍戸弘子女史 は結核患者が退院時その病歴 を

私 の部屋 に運んで頂 いた。 これによ って入院例 の結核患

者全例 を把握で きた。

病 院外 で は八 千代 銀行 頭取新 納太 郎氏,同 銀行 コ ン

ピューター部門部長小泉次郎氏 および豊原弘美氏 に本研

究 の初期,研 究 の方向づ けのため多大 の援助 を頂 いた。

ここに これ らの方 々に深甚の感謝 を捧 げ る。
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