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緒 言

結核菌の薬剤耐性測定法 としては現在広 く薬

剤含有卵培養基斜面に培養する方法が行われて

いる｡併 しこのような方法では成績の判定に少

くとも3-4週間を要 し,且つ培養基に予め薬剤

を加えて加熱凝固させる故,加熱による薬剤濃

度の減少を考えねばならない｡ このことは契地

上不利なことは言 う迄もないが,同時に著者の

研究室の今日迄の関連 した実験的研究の結果か

ら見ても亦考えさせ られる問題を含んでいるよ

うに恩 う｡即ち実施上か らは更に迅速な測定法

が望まれるわけである｡併 著者が迅速測定法を

取上げようとする理由は唯単に結果の判定を速

かにすると言 う点丈ではない｡迅速測定法が卵

培養基による方法よりもより合理的ではなか ら

うかと考えるか らである｡以下順次このような

考え方で実験を進めその成績を多少とも理論的

に考察 したいと考える｡今日迄迅速測定法とし

て発表された方法にはWrightのSlideCellCu-

ltureMethd (S.C.C法)2)～7),Pryceや Berry

andLowryのSlideCultureMeth∝1(S.C法)8),

小川 (辰)氏の考案 した重層法4･5),山田,岡田

氏の考案 した遠心管内培養早期検出法1)に基礎

をおいたものが主である｡著者は山田,岡田氏

の考案 した遠心管内培養早期検出法を応用 して

結核菌の薬剤耐性の迅速測定を試み,これを在

来の卵培養基による直接法と比較 し,契地上の

見地か ら比較検討すると同時に亦それぞれの方

法の与える結果がそれぞれ何を意味するか,又

相互にどのような関連にあるかを考察 したい｡

此処では実際に患者暗疾を材料とした場合の結

果を比較考察 したい｡

方法 及 び 材 料

(1) 材料 :肺結核患者の塗沫陽性の暗疾29例

塗沫陰性の暗疾32例を供試 した｡

(2) 使用埼養基 :迅速法 (以下迅 速 法 とい

う場合は下記私案の方法を意味する) としては

Kirehner培養基を直接法 としては上坂 ･友田培

養基を使用した｡ 薬剤としては Streptomycin

(SM),Para-aminosalicylicacid(PAS),Isoniazid

(INH)を使用 し各培養基における濃 度は 夫々

1.10.looヮ/ccとした｡尚直接法の場合 SM は

凝固滅菌前に必要量の2倍を使用 した｡他の P

AS.INHは必要量のみを使用 した｡

(3) 専 秦 方 法

迅速法 :暗略を試験管にとり4.%苛性 ソーダ

5倍量を加え,強 く振凌混和 し遠心管に移 し,

約20分間 37oCに放置 した後 20分間強 く遠心沈

澱 し上清を捨て,沈漆に適当畳の滅菌蒸溜水を

加えて撹拝,振藷,混和 し,20分間強 く遠心沈

澱 した｡

上清を捨て ゝ沈蔭に薬剤を 含 ま ぬ Kirchner

培養基 1.0ccを加えて十分撹拝 して均等液 とな

し,この菌液を各試験培養基 (夫々 SM,PAS,

INH 1,10,100γ/C.Cを含む Kirchner培養基及

び対照の薬剤を含まぬ Kirchner培養基の夫々

- 52-



昭和34.1

1ccを入れた遠心管合計10本)に1滴宛 (約0.1

cc)を加え,密栓 して 37oCに置いた｡

判定方法 :7日後に遠心管を取出し,そのま

駒ゝ込ピペ ットにて上清を捨て,管底の沈澱物

を吸取 り,スライ ドグラスに塗沫 し,乾燥後火

焔で固定 し,Ziehl-Neelsen法で染色し,弱拡大

(×80)で鏡検判定 した｡判定基準は次の様に
した｡

榊 各視野に大きな集落 (菌数50以上)を多

数認めるもの｡

鼎 各視野にや 大ゝきな集落 (菌数20-50)

を50個位認めるもの｡

≠ 各視野にや 大ゝ きな集落 (菌数20-50)

を少数認めるもの｡及び各視野に中等大

の集落 (菌数10-20)を20-50個認める

もの｡

十 番視野に中等大の集落 (菌数10-20)を

5-10及び小集落 (菌数 7-10)を辛 う

じて認めるもの｡

÷ 全視野に小集落を辛 うじて少数認めるも

の (発育形態を示さぬもの)｡

一 全視野に集落を認めないもの｡

直接法 :迅速法 と同時に同一材料について行

い, 37oC5週間で判定した｡ 判定基準は次の

様に した｡

拙 集落数多数 (約 500以上) 培養基全面に

融合しているもの｡

甘 集落数200以上のもの｡

≠ 集落数100以上のもの｡

+ 集落数100以下のもの｡
一 集落を認めないもの｡

実 験 成 績

(1) 塗沫防性噂疲29例についての成績

SMの場合 :両方法共に一致したのは19例66

%であった｡迅速法の方が高い値を示したのが

5例18%で,直接法の方が高い値を示したのが

5例18%であった｡不一致例の1例は迅速法で

は対照培養基及びを1γ/ccSM 含む培養基には

集落を認めなかったが,10,100γ/cc.SM を含

む培養基では多数の集落を認めた｡併 し直接法

では対照培養基にも少数の集落を認めた｡尚不
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一致例の中で直接法では耐性が認められたにも

拘は らず迅速法では認められなかった例が2例
あった｡

PASの場合 :両方法共に一致 したのは17例59

%で,迅速法の方が高い値を示 したのが5例17

%,直接法の方が高い値を示 したのが 7例24%

であった｡

INHの場合 :両方法共に一致 したのが22例76

%,迅速法の方が高い値を示 したのが 3例10%,

直接法の方が高い値を示 したのが4例14%であ

った｡

第 1 表

総 数 卜 可 忘 子 盲 芸

INAH r i22(76%)13(10%)l4(14%)

計 1 87 壬58(67%) 13(14%)I16(19%)

以上の成績を総括すると第 1表に示すように

総数87例の中一致 したのは58例67%迅速法の方

が高い値を示 したのが13例14%,直接法の方が

高い値を示 したのが16例19%であった｡併乍ら

両方法に著明な差異を生 じたものは SM の場合

3例,PASの場合2例,INHの場合1例で計6
例約7%であった｡

(2) 塗沫陰性噂疲32例についての成績

数ヶ月間月1回の培養検査成績で微量排菌を

行 う患者啄疾32例について行った｡塗沫陰性32

例の中集菌陽性5例他は陰性に留った｡ 1回の

耐性測定検査で培養陰性 (何れの試験管にも発

育を示さなかったもの)及び集落数が極めて微

量のため成績判定不能のものは1週間間隔にて

2,3回と繰返 した｡ 3回行っても陰性及び判

定不能のものが5例認め られた｡ 1回の検査で

成績判定可能のものは集菌陽性を含む14例,2

回の検査で可能のもの6例,3回の検査で可能

のもの7例であった｡以下判定可能であった27

例の成績について記述する｡

SM の場合 :両方法共に一致 したのは11例40
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%,迅速法の方が高い値を示したのが6例22%

直接法の方が高い値を示したのが10例38%であ

った｡この10例のうち2例は直接法にのみ発育

を示 した｡

PASの場合 :両方法共に一致した の は 16例

59%,迅速法の方が高い値を示したのが3例11

%直接法の方が高い値を示したのが 8例30%で

あーった｡

INH の場合 :両方法典に一致したのは 16例

59%,迅速法の方が高い値を示したのが5例19

%,直接法の方が高い値を示したのが6例22%

であった｡

第 2 表

27

言

寄 ll(40%) 6(22%)I10(38%)

16(59%)13(11%)18(30%)

INAH 127

計

6(59%)l5(19%)16(22%)

3(54%) 14(17%) 24(29%)

以上の成績を総括すると第 2表に示すように

総数81例の中一致したのは43例54%,迅速法の

方が高い値を示したのが14例17%直接法の方が

高い値を示 したのが24例29%であった｡上記の

ように略疲中結核菌が微量の場合には直接法の

方が迅速法に比較して高い値を示す傾向がみ ら

れる｡特に培養上可成 りの菌集落を認めるもの

より集落数の少いものの方が高い値を示す傾向

が強いように観察される｡

総 括 及 び考 捷

卵培養基による耐性測億法は成績の判定に4

過前後を要するが,併し輿地上より速に知 りた

いことが多い｡この点を解決するものが迅速測

定法であらう｡最近本邦においては僅々の迅速

測定法が報告されている｡此等 と比較しつ ゝ著

者の迅速測定法による成績を考察 したい｡S.C.

M法は Pryccの SlideCulture18) 法 発 表 以来

BerryandL6wryS)を初め本邦でも多数の追試

及び変法q)が発表されているOこの方法は操作

に熟練を要 し操作如何では可成 り培養成績に影

京大捨所紀要 第7巻 第2号

響するようである｡S.C.C法はS.C.M 法に比し

て更に操作が複雑で雑菌が侵入しやすい｡著者

の方法は操作も簡単であ り,雑菌の受入も非常

に少い｡他に小川(敬 )10),馬場11)氏等が同じく

山田,岡田氏の方法を応用した迅速測定法を報

告 しているが,略疾を苛性ソーダで処理 したも

のをそのまゝ加え,叉培養基を酸性にして加え

ている｡著者は本実験の予備実験として苛性ソ

ーダで噂疾を処理遠沈したもの,苛性ソーダで

処理 し塩酸で中和後遠沈したもの,及び苛性ソ

ーダで処理遠沈後蒸溜水で洗液遠沈したものに

ついて比較検討し第 3の方法が最も良好な成績

を得たので本実験では専 ら第 3の方 法 に よっ

た｡併 し塔疾中の菌数の多いものでは苛性ソー

ダで処理後遠沈したまゝの方法で十分であるが

菌数の比較的少いものでは第3の方法がよいと

考える｡次に小川(戻)14)15)氏の変法重層培地に

よる方法は培養基作製が複雑であ り,培養後遠

沈を行 う故前処理が簡単なようであるが操作全

体としては著者の方法と同程度である｡尚血清

を必要としない点は有利であるが著者の方法で

も培養基 1cc.につき血清0.1cc.を要するにす

ぎず,日常入手に左程困難を感じない｡

上述の如く塗沫陽性略疾29例についての成績

は総数87例中一致したのは58例67%,迅速法の

方が高い値を示したのが13例14%,直接法の方

が高い値を示 したのが16例19.%であった｡この

成績を他の迅速法による成績と比較すると,S.

C.C法では弘末,堀本氏3),小沢,川本,滝井16)

氏等の直接法とよく一致 したとい う報告を除 く

と,芦野氏与),藤村氏4),佐伯氏2),海老名氏6),

遠藤氏7)等の成績は何れも直接法よりも高い値

を示している｡S.C.M法では M.Cummings,C.

Dmmmond,B.Schwntz'2)氏等のSMについての

成績では88%が一致している｡田坂,松本13)氏

等の成績は高 く出ているようである｡ 遠心管内

培養法の小川(敬 )10)氏,馬場氏11)等の成樵もよ

く一致しているようである｡

小川(戻)14･15)氏の重層変法培地による成績で

も80-90%においてよく一致している｡以上の

成績のうち恐 らく弱拡大でみたものがよく一致

し,油浸装置でみたものが高い値を示している
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ようである｡著者の成績では直接法が迅速法よ

りも高い値を示したものが多くみ られた｡

塗沫陰性例における成績は一般に迅速法は菌

数の少い塔疾では応用出来ないと言われている

故現在のところ小沢,滝井,川本氏17)等の500

例について行われた S.C.C法 と小川(玩)氏によ

る直接法 との比較の報告以外にはない｡氏等の

報告によると500例を通 じて菌の発育を示 した

ものについては98.8.%の高率において一致 して

いる｡著者の成績では総数81例中一致したもの

54%迅速法が高い値を示 したもの17%,直接法

が高い値を示 したのが29%であった｡

以上のように著者の成績では塗沫陽性陰性例

を通 じて,直接法の方が高い値を示す傾向がみ

られるのが他の研究者 とは異っている｡多少こ

の様な傾向を認めた研究者は小沢,滝井,川本

氏等の外に現在迄の報告ではみ られない｡

直接法の方が迅速法に比し高い値を示 してい

るのは迅速法では耐性を示さず直接法では耐性

を示すとい う例のみではなくて,迅速法では薬

剤含有培養基に発育 した集落が薬剤を含まぬ対

照培養基に発育した集落に比 し非常に小さく,

それと同一材料による直接法では薬剤含有培養

基と対照培養基に発育 した集落の問には5過後

判窪時には差異をみないとい う例が多い｡併乍

ら卵培養基を用いる直接法では薬剤含有培養基

に長期間培養するのであるか ら,薬剤の影響に

堪えて残った菌体が多少とも耐性を獲得 して発

育するのではないかと云 うことが疑われる｡叉

一方迅速法の方が高い値を示 してい る もの で

は,殆んどの例において薬剤含有培養基に発育

した集落は薬剤を含まぬ対照培養基に発育した

集落に比し小さく,同一材料の直接法では薬剤

含有培養基に発育を示さぬか,叉非常に少数の

集落を認めるのみである｡ この点より考えれば

菌体が薬剤濃度に影響されず,短期間は発育を

示すが,それ以上は薬剤の影響を受け発育を示

さぬのではなか らうかと考える｡以上の考察が

若し正しいとするならば,薬剤の一次的な影響

の結果丈を見ようとする迅速法による成績の方

が卵培養基による直接法よりもむ しろ正しい値

を示 しているのではなか らうかと考える｡
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但し堵疾中結核菌が極めて少い場合には上述

の他の迅速法 と同様に成績の判定が困難で突地

上不可能ではないかと考える｡

緒 言

山田,岡田氏の考案 した遠心管内培養早期検

出法を応用して,略疾中結核菌の薬剤耐性測定

の迅速法を考案し,これと同時に卵培養基によ

る直接法を行ってその成績を比較検討 し,次の

ような結論を得た｡

(1) 本法は操作も比較的簡単であ り,汚染率

も低く,培養基に要する血清も少 く,弱拡大で

判定を行 う故鏡検が簡単である｡

(2) 塗沫陽性例では67%陰性例では54%に迅

速法の成績は直接法 とし一致した｡併 し不一致

例では直接法の方が迅速法に比し高い倍を示す

傾向がある｡

(3) 塗沫陰性例では菌含有量の少い略疾では

培養成績にて集落20個位を示すような範囲のも

のが測定可能ではなか らうかと考える｡

(4,)直接法の方が迅速法に比し高い値を示す
傾向は上記考察よりすれば誤ってお り,薬剤の

一次的な影響の結果丈を見ようとする迅速法の

成績が正しい値を示していると考える｡

稿を終るに臨み終始御指導並びに御校閲を賜った恩

師植田教授に深甚の謝意を表 し併せて種 御々便宜をい

た ゞいた国立京都療養所所長蒲田小溝博士 に感 謝 す

る｡
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