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赤 痢 菌 の 耐 性 値 測 定 法 に つ い て

三橋 進 ・永井 裕 ・田中徳満 ・橋本 一

群大医学部微生物学教室

(昭和43年12月27日 受付)

化学療 法の普 及に伴 つて我 国における赤痢 の致命率は

著 しく減 じたが,い つぼ う薬剤 耐性赤痢菌 の増加 も これ

に伴 つている1)。1966年 の調査 で は 下 記4剤TC,CP,

SM,SAの 中,4剤 に対す る耐性菌が全分離株の71%を

占め るに至 つている2》。 これ らの多剤耐性 赤痢 菌 に 対 し

てはなお奏 効す る種々の新薬 が使用され ているが,こ れ

らの薬剤 に対す る耐性菌 も最近 出現 しは じめて い る2}◎

従 来,耐 性 菌,感 受性菌 の区別 は臨床的立場 より考 え ら

れ100mcg/ml感 受性,ま たは50mcglm1耐 性が耐性

菌 の限界値 であつた3㌔ しか し治療 中に耐性菌 が 排 出す

る例 が,従 来 の耐性菌 の範囲 に入 らぬ 中等度耐性菌 のた

めであつ た り,耐 性度が感受性菌 よ り僅かに上昇 してい

るにす ぎない菌 より,R因 子が他 の菌に伝達す ると,耐

性 度がさ らに上昇 して発現 した り4),従 来 の耐性菌 の 解

釈 では不都合 な種 々の例が次第 に明 らかになつて来た◎

従 つて赤痢菌 の薬剤耐性 に関 してはかか る中等度耐性 も

含 めて論ず る ことが必要 である。

本報 において赤痢菌 の薬剤耐性値測定法を実用に即 し

なが らも遣伝学的立場 より考察 し,耐 性,感 受性 の限界

を定めたので報告す る。

実 験 材 料 並 び に 方 法

使 用 菌 株

使 用 した 赤 痢 菌 は 耐 性 赤 痢 研 究 会(会 長:江 崎 唯 人)

に よ り分 離 され た も の であ る。 接 種 菌 量 の差,お よび各

薬 剤 へ の耐 性 化 を み る場 合,代 表 株 と して3種 の感 受性

赤 痢 菌,す な わ ちSh・flex・3a(JS833),Sh.fex.2a(JS

700),Sh.sonnei(JS1337),及 び3種 のTC,CP,SM,

SA耐 性 株,Sh.fiex,3a(JS2529),Sh.卿 躍.2a(JS2997),

Sh・sonnei(JS949),計6株 を用 い た 。 耐 性 分 布 の 測 定

に は 種 々の 耐 性 型 を 含 む100株 を 任意 に選 んだ 。

使 用 薬 剤 及 び そ の 略号

Tetracycline(TC),Chloramphenicol(CP),Strepto・

mycin(SM),Sulfonamide(SA),Kanamycin(KM),

Paromomycin(PRM),Fradiomycin(FRM),Gen、tamicin

(GNT),Aminobenzy1-penicillin(AB-PC),Nalidixic

acid(NA),Colistinmethansulfonate(CL-M),Fura・

trizine(FT),Furazolidon(FZ)o

平 板作 製用 の薬 剤 原液 は各 薬 剤 と も5mg/m1に な る

よ う秤 量 し蒸 留 水 に て溶 解 して 原液 を 作 つ た。 と くに

CPは100mgを 秤 量 し1m1の プ ロ ピ レ ン グ リコー

第1表 接種菌量 の差 に よる薬剤耐性 度の変化(1)
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薬 剤 濃 度 はO.1×2nを もつ て 現 した。 表 に はnを 表 記 した。 例 えばn=Oの と きは0.1mcg/mI
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ルを加えて加温溶解 した後,蒸 留水を加 えて

全量20mlに し5mg/mlの 原液を作 つたQ

NAは50mgを 秤量 して,0.1NのNaOH

を1m1加 えて溶解 した後,蒸 留水を加えて

全量10m1と し,5mg/mlの 原液を作つた。

FT,FZは それぞれ50mgを 秤量 し1mlの

ジエチルホル ムア ミドを加 えて加温溶解 した

後,加 温蒸留水を 加 え て全 量10mlに し5

mg加1の 原液 を作つた。平板作製 に は 上記

の原液を8倍 づ っ 稀 釈 し,そ の0.2,0・4,

0。8mlを20mlの 寒天 中 に混釈す ることに

より2段 階稀釈の薬剤平板 を作 つた。

使用培地

薬 剤平板用培地 としてハー ト・イ ンフユジ

aン ・カ ンテ ン(HIA栄 研),菌 接種用前培

養培地 はペプ ト著水を,ま た108個 以上の菌

を得 るため の培地はプ レイン ・ハー ト・イン

フユジHン ・ブイ ヨン(BHI,Difco)を 用いた。

SAだ けは合成培 地を用 いた(MediumAIL

十casamino-・acid2g,trytophan10mg,

nicotinicacid2mg,glucose2g,agar12

9)。

耐 性測定 及び判定

耐 性度 測定 は2段 階ずつの薬 剤平板稀釈法

に よ り行なつた。前培養にはペプ トン水を用

い,18～20時 間培養 した(菌 数5×108/ml)。

接種菌量 をかえる場合は培養液を無菌 ペプ ト

ン水にて100倍(菌 数5×106/ml),104倍(菌

数5×10i/ml),106倍(菌 数5×102/ml)し て

各段階の菌数液 を作 り1白 金耳 ず つ 接 種 し

た。1白 金耳は約0.003mlの も の を 使 用

したの で接種菌 数は そ れ ぞ れ 約106,104,

102,10eに なる。106が 通常の接種菌量であ

る。106以 上 の接種菌量の場合を 考察す るた

めに,被 検菌をBHI中 で1夜 培養 し,そ の

10m1を 遠心沈 澱 して1枚 の薬 剤 平 板 上 に

109個 つつ接種 し,こ れを大量菌接種 と した。

判定は18～20時 間培養 後,薬 剤 を加 えない

平板 と同様の発育が見 られる平板 の中,最 も

高い薬剤濃度をその菌の最大発育許容濃度 と

し,そ れ を以つて耐性1度とした。

実 験 成 績

接種菌量に よる耐性度の変動

Sh.fiex.3a,Sh.flex.2a,Sh.sonneiの 代

表株6株 を用い,接 種菌量を100倍 つつかえ

て耐性値 の変動 をみた。その結果を第1表,
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第2表 に示 した。

第1表:104か ら100ま での接種菌量 ではいずれ の菌

種,い ずれ の薬 剤でも耐性度に変化 はほ とん ど認め られ

ない。わずか にCP,TCで,こ とにそ の耐性菌におい て

耐性度 が1段 階の差がみ られた のみ である。 しか し,ペ

プ トン水 中1夜 培養原液 とそ の100倍 稀釈液か らの接

種,す なわ ち106と104と の接種菌量間 では耐 性 度に

4倍 以上 の開 きが生 じた ものがみ られ,中 で も著明なの

はFT,FZで16倍 の差がみられる。 そ の 他SMで は

感受性菌 では接種菌量の影響を うけないが耐 性菌 では原

液か ら と100倍 稀釈液か らとでは4～8倍 の開 きが見 ら

れた。

以上の ことよ り耐性検査 に当つてはペプ トン水 中1夜

培養液 を100倍 以上に稀釈 し用 いる ことは耐性値 のぱ ら

つ きが原液 を用いた時 よ りも少 ない と考 えられ る。

106以 上の接種菌量 での耐性値 の変動 を第2表 に示す。

CLM,KMで は106接 種 との 間に8倍 の 差 が,CP,TC

以外の全薬 剤に2～4倍 の 差 が 見 られ た。 また,SM,

PRM,FRM,GNT,KMで は少数菌の発育が よ り高 い 濃

度の薬 剤平板上にみ られた。 これは菌のその薬剤に対す

る突然変異株 であ る と考え られ,ス トレプ トマ イシン系

の薬 剤にのみ このよ うな現象が顕著であつた。

各薬剤に対 しての耐性菌 の耐性限界

あ る薬剤濃度以上 に生育 した ものを耐性菌 と す る と

き,そ の限界値は,た とえ感受性菌を混入せ しめる こと

はあつても,耐 性菌を見逃す ものであつてはな らない。

何故 ならば,あ る菌が,あ る薬剤に感受性であ るとい う

ことは・そ のまま治療に使用す ることへ の是非 につなが

るの で・無効 な投薬を行 な う危険を さけ るためである。

従つ て残 々は,従 来一律に10emcg/mlま たは50mcg/

m1以 上 を耐性菌 としていた のを排 し,先 ず与え られた

薬剤に対す る耐性値 分布曲線 を100株 の菌株を用いて画

き・接 種菌量 が多い場合 の耐 性値 の動 きを参照 して,感

受性菌 の耐性値 が如 何に動 いて もある濃度段階には到達

しがたい点,す なわ ち感受性菌 の感受性値の 上 限 を 求

め,そ のひ とつ上 の濃度 を耐性菌 の下限殖 とした。多 く

の場合,通 常 の接種菌量に よる感受性菌の分布 が零を示

した酎性値の1つ 上の段階の耐性度を とることに なった

が,以 下,各 々の薬剤について詳 述する(第1図)。

CP,TC耐 性 ・

CPで は接種 菌量の多少に拘 らず 感 受 性菌 の 上 限 は

3・1mcg/mlで6.2mcg/m1でeま0と な る。 また舞2表

にみ るとお り,大 量菌接種 で も耐性値の上昇はない。従

って21・5mcg/ml以 上を耐性菌 と定 めた。耐性菌 の分

布 曲線 は接種菌量が1/100の 場合には低い耐性値 のほ う

に僅 かにずれ るが25mcg/ml以 下に下 るこ とはな いの

で12.5mcg/m1の 限界値は充分に安全 である。

TCで は耐性値が他の常用抗生剤に くらべ,ほ るかに

低 いので他薬剤 と同列に論ず るわけにはいかない。耐性

値分布 曲線 では耐性菌 と感受性菌 との山が辛 うじて2つ

に分かれ ているのがみ られ る。 またTCで は大量菌接種

で も耐性値 の上昇が 明らか で な い。TCの1.6mcg/ml

とCP3.2mcg/m1と 対比 し考察す る と,そ の1段 上の

附性値を とる感受性菌は現われない と考 えられ るので,

カ1図 赤 痢 菌の薬 剤耐 性 値 分 布
㈱

40

20

分

離

頻

度

80

40

60

ハU

∩
V

4

弓
4

く02Q2α8a212、550

耐 牲 値 ひ働 η～)

SA

3.112.5502008003200

AB-PC60

轟

40
、
も
i20

k.b

40

20

60

40

20

40

20

〈Q4G4・1.66325100400～O.41.6G325100400

〈Q8a83.Z

CL

ノ

O.2α83.20,20.332<O,10.10A

60

40

20

60

40

Oり
乙
量
響
冨

歴

80
.'PN

l
60

附 GNT

勲 40
40

陶 20

↓ '

＼
、1 `

墜 藍

O.20β3.20.20,83。20.050.20β

O,0250.10.4

60

40

FZ接 視 薗量

,姉 離
くQ4041.6



vdL.17NO.10 CHEMOTHERAPY 1959

さらにその1段 上の6・2mcg/m1を 耐性菌 の下限 と定め

ることが出来 る。TCに は6.2mcg/mlの 耐性度 であ り

ながらR因 子 として伝達 し,ま た,よ り高い耐性に変異

する株が知 られているか ら4),耐 性菌の下限 を これ よ り

高く定め ることは出来 ない。

SM,SA耐 性

SMに ついては大量菌接種 で耐性突然変異株が えられ

ることは古 くよ り知られてお り,そ の変異株 にも高度鮒

性株と中等度耐性株 が報 告 されている。我 々 の 実 験 で

も,第2表 にみ られ るとお り,10禰8～10"7の 頻度 で感受

性菌より,12・5Ptg/m1耐 性の中等度耐 性菌が え ら れ て

いる。変異株の出現 を除外す る と接種菌量が 大 き い 場

合,耐 性値の上 昇は6μg/m1に およぶ ものがSh.sennei

にみられているので,6μ9/m1の 限界値は,あ るいは時

に感受性菌を含 む可能 性は否定 できないが,12・5μ9/mI

にすると上述 した とお り,時 に耐性菌 を除外す る危険性

があるので,6μ9/mlを 選 ぶ ことに した。

SA耐 性

SAは 接種菌量 の影響を最 もよく受け る薬 剤で あ る。

ペプ トン水中1夜 培養液 から稀釈せずに接種す ると,ほ

とんどが3,200mcg/ml以 上の耐性度を 示 す が1e4の

接種菌量では1,600mcglmlの 所に耐性菌 分 布 の 山 が

あ り,ま た50mcglmlの 所 にも中等度の山があ る。3.2

mcg/m1の 所に感受性菌 の山が あると 思 わ れ る。6・25

mcg/mlの 耐性菌はほ とん どない の で12.5mcg/m1を

感受性菌の上限 と考 え25mcg/m1以 上 を耐性菌 と定 め

た。

KM,PRM,FRM耐 性

KM,PRM,FRM3薬 剤はaminocyclitol系 薬 剤 で,

交叉耐性を示す例が報告 され ている5,。しか し,赤痢 菌 の

これら薬剤への耐性菌 はほ とん どない。従つて100株 の

耐性値分布は感受 性菌 だけの単一峯を画 く。いつれ も通

常接種量 以下では3.1mcg/ml以 上を示す ものは な い。

しかし,接 種量をかえた場合,3薬 剤 は僅かに異なつた

耐性値の変化を示 し,最 も安定 なものはFRM耐 性値で

あつた。す なわちFRM耐 性値は接種菌量の 変 化 に よ

つてほ とん ど影響を うけず,3.1mcg/ml以 上の耐 性 値

をとることはない。ただ時に1r8の 低i頻度 で6。25mcg/

mlの 中等度耐性菌 を生 ず る。従 つ てFRMの 場 合 は

6・25mcg/ml以 上を耐性菌 として誤 りはないであろ う◎

KM,PRMは これ と異 な り,感 受性菌の耐性値は 通常

接種量では3.1mcg/mlを こえる ことはないが,100倍

稀釈液 よ りの接種 とくらべてやや耐性値が上昇 し,さ ら

に大量菌を接種す る と,KMで は3・1～12・5mcg/ml,

PRMで は3.1～6.25mcglm1と い うよ うに,4～8倍 も

高濃度の薬剤平板 に容易 に生育 し,さ らに耐性変異株 と

してPRM,KM両 者 とも12.5mcg/m1の 耐性値の もの

がKMで は10-6～10-8,PRMで は10-9～10-sの 頻 度

で得 られて いる。接種菌量 が多 くなれば なるほ ど,耐 性

値が上昇す るとい うことは,耐 性値 の階段的上昇が極 め

て高 い頻度 でお こ りうることを示 している。通常接種量

は約106で あ るが,こ の うち102ほ どは2～3段 階上の

濃度 まで生育す るのがみ られている。 この場合,対 照平

板 との差は明 らかであ るが,さ らに接種菌量が増加 した

場合 は,対 照 との区別がつけに くい。す なわち,KMや

PRMで は10"4ほ どの高頻度 で耐性菌 が生 じて お り,

大量菌接種は正確な耐性値 を示す とは言い難 く,従 つて

通常接種量以下の場 合,6.25mcg/m1以 上 の 平 板 に 対

照 と同 じく発育 した場合を耐 性菌 とす るのが妥当 と考え

た。

AB-PC,GNT,NA耐 性

AB-PC耐 性菌 は我が国に於 い て1966年 分離報告 さ

れたが6),未だ全分離株の2%に 満た ない。これ らの耐 性

菌 の耐性度は中等度 と高度耐 性の別 があ るが,前 者で も

25mcg/m1耐 性 以上 であ る◎い つ ぼ う感受性菌 の耐 性

度分布は接種菌量の如何に か か わ らず1.6mcg/m1の

ところに頂を もつ分布の山を画 くが,そ の上限は接種菌

量に よ り異 な り,106の 菌量 で6.25mcg/m1,104で3・2

mcg/m1の 点 が,分 布が0と な る点で あ り,大 量菌接種

によつて も6.25mcg/mlに 菌が生育す ることが な い。

従つ て12.5mcg/m1を 耐性菌 の耐性度 の下限 と定めた。i

NA耐 性 もまた我が国に於いては1966年 度 よ り分離

の報告があ るが,こ れ も2%に 満 たない。 この耐性菌 の

耐性度 は25mcg/m1以 上 で あ る◎感受性菌の耐性度分・

布は鋭い頂を もつ分布曲線 を画 き6・25mcg/mlが そ の

上限 である。大量菌 接種 で も6.25mcg/ml以 上の濃 度

平板 に菌生育はみ られ なか つ た。従 つて12.5mcg/mL

を耐性菌 の耐性度 の下限 と定めた。

GNTに 対 しては未だ耐性菌 の報告 は ない。感受性菌

の分 布は単 一の鋭い 山を画 き,0.8mcg!mlに 及 ぶ もの

はなかつた。従つ て1.6mcg/m1を 耐性菌 の耐性度 の下

限 と定 めた。 しか し接種菌量の増加につれ耐性値上昇 の

傾向はみられた。

CLM,FT,FZ耐 性

CLMに 対 して も未 だ耐性菌 の報告は ない。感受性菌

の耐性度分布は単 一な山を画 くが,接 種 菌 量 が106と

10aと でその頂 も耐性度上限 も4倍 差 があ る。 しか し104

以下 の接種菌量で耐性値 の変動 はみ ら れ な い。従つ て

CLMは 常に1Pt以 下の接種菌量 で測定すべ きであ り,

そのほ うが発育終末点 も明瞭であ る。1ぴ での接種菌量

の感受性菌耐性度 の上限は0.4mcg/m1で あ るが稀釈 し

ない場合 の106の 接種菌量 の時 との差が大 きく,ま た さ
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らに大量菌接種の場合o.8mcg/mlま で 生育 す るので安

全 のため2段 階上 の1・6mcg/m1を 耐性菌 の 下 限 と定

め た。

FT,FZも また接種菌量に よ り耐性度に影響を受け る。

ユ06接 種 の場合,感 受性菌 はほ とん ど1つ の山を もつ 耐

性度分布曲線 を画 き,10iの 接種 ではそ の頂は106の 場合

の1/4以 下の耐性度の ところにあ る。CLMと 同 じ く

104以 下 の接種菌量 で耐性値 の変化 はない。従っ て この

場 合 も104の 接種菌量 で耐性検査 を行な うべ きである。

感受性菌分布の山の右端,す なわち耐 性度 の高 い部分 に

FT,FZと も小 さな肩 が認め られ,こ れ は明らかに 感 受

性 群 と区別 され うる◎ これ らは耐 性度 の僅 かに高い菌群

と考え られ るが,他 の感受 性群 との限界 が明瞭 でない の

と,こ れ らの菌の耐 性度 の上限 もそれ ほ ど高 方 に 及 ぱ

ず,FT,FZと もそれぞれO、4mcglml,1.6撮 £9/m1が

限 界であ ることから,こ れ らの菌群 も含め感受性菌群 と

した。106の 接種菌量では104よ り2～4倍 高い耐性値

が現われ ることからCLMの 場合 と同 じく安全 を見越 し

て2段 階上の1・6mcglml,6.25mcg/m1を もつて,そ

.2tそれFT,FZの 耐性菌の耐性値の下限 と定 めた。

血清型 との連関

赤 痢菌 の場合,Sh・sonneiとSh・fiexngriと では同 じ

感 受性菌 群で も耐性値分布 曲線が,あ る薬剤に対 しては

僅 かに異なる。TC,AB-PC,FT,FZが そ の主 なもので,

第2図 に示す。 これ らの場合,赤 痢菌全体 と しての分布

曲線では広 い分布 がみ られ ても,各 血清型にわけ ると,

よ り鋭 い分布 がみ られ,従 つて耐性菌の耐性限界 も僅か

に 異なつてよいが,煩 雑に なることを さけ るために,同

第3表 耐性 度への培地 の影響

薬 剤

TC

CP

SM

AB・-PC

FT

KM

NA

CL
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2

1

2
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2
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沖2図 血 清型別にみた耐性値 の分布
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第4表 培地 に よるTC耐 性 度の差
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培 地A,B,C前 表 に 同 じ

耐 性 度10:100μ91m1
1:0,2μglm1

そ の 他 は第1表 に 同 じ

一規準 で判定す ることに した
。

培地 の差

現 在薬剤耐性検査に用い るハー ト イ ンフユジョン培

地には市販の乾燥培地 が汎用 されているが,薬 剤㌍よつ

ては,会 社,あ るいは同一会 社で も製造ロ ットが異なる

と耐 性度に差がでて くるものがみられ ている。第3表 に

昭和 デ ィス クを用 いて,2種 の菌 で培地 の影響を阻止P
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第5表 薬剤耐性株分離頻度

薬 剃 選択濃度(Ptg/m1)陣 姓撒(%)

CP

TC

SM

SA

PRM

FRM

KM

GNT

AB-PC

NA

CLM

FT

FZ

12.5

6.25

6.25

25

6.25

6.25

6.25

1.6

12.5

12、5

1.6

1。6

6。25

1134(71.6>

1161(73.3)

1196(75.6)

1450(91.6)

ユ(0.06)

1(O,06)

1(0、06)

0

14(0.9)

22(1.4)

0

0

0

計1583

でみた ところ,TCの みがA,B2社 の間 で著明 な差を

示 し,さ らに第4表 の ように,定 量的 な測定を行な うと,

感受性菌の耐性値 が,時 に16倍 も開 くことがあ ること

がわかつた。 とす る と接 種 菌 量 を1/100に して も時に

6.25Ptg/m1の 耐 性値がえ られ るので,こ うい う培 地 を

用いる ときは,耐 性限界は12.5μg加1を 用い ることに

しなけれ ばならない。

耐性菌分離頻 度

以上の結果 を総合 して,我 々の定めた耐性 限 界 を 用

魅,1967年 度分 離の赤痢菌1,583株 についての薬剤耐

性赤痢菌の分離頻度 を第5表 に示 した。接種菌量はすべ

て,ペ プ トン水中1夜 培養液 を100倍 に稀釈 した ものを

1白金耳用いた。

考 察

腸内細菌におけ る定量的 な耐性度測 定 法 は,昭 和27

年 福見博士を中心 としてつ くられた文 部 省 腸 内細菌研

究班法7)が始めてで,そ の方法は以来15年 以上 も の 長

きにわたつて臨床家 に よつ て踏襲 されてい る。 これは赤

痢菌がサル ファ剤にほ とん ど耐性化 した事実に鑑み,来

るべ き抗生剤耐性菌 の出現 を正確に捕捉す るのが 目的で

あつた。当時 としては未 だ耐性菌の 出現が なかつたため

・に,試 験管内で耐性菌 を感受性菌 よ り人工的につ くるよ

り方法が なく,そ の場合,SM耐 性は1段 階で高度耐 性

が得られたが,CP,TC耐 性はいわゆ るPC式 で徐 々に

しか耐性上昇がみられ なかつたの で,耐 性菌の出現 もこ

うい う姿 でくるもの と予想 された。

しか し,そ の後 自然界 よ り分離 された耐性剤は,予 期

に反 して高度耐 性 として現われ,必 ず しも2倍 つつの段

借 稀釈を必要 としない ことがわかつ て来たので,間 隔を

1飛ば して薬剤平板 をつ くる方法 も呈案 された3)。さ ら に

薬 剤耐性機構 のわかって来た 自然界 よりのCP,SM,KM,

AB-PC耐 性は,い ずれ も不活化酵素のため で あ り,試

験管 内で耐性上昇 して得たCP,SM,AB--PC耐{生 とは耐

性機構が異 なることもわかつて来た8)。しかもこ うい う

不活化酵素を低活性なが らもつ菌は,容 易に耐性化 して

酵 素活性 がます ことも知 られている9㌔

このよ うに薬 剤耐性 の形質発現は,そ れに関係す る遺

伝子 の種類に よ り決定 され,耐 牲機構が単一の場合 は一

定 の耐性度を とる傾 向が ある。その場合,菌 種 が同一 な

らば耐性値分布 曲線 はほ とん ど常に鋭い分布 曲 線 を 画

く。SM,SA耐 性の よ うに中等度耐性が高度耐性 と区別

され るものは容易に高度耐性に変 異 し易 いことも知 られ

ている。 しか し,こ の場 合,そ の変異 は漸移的でない。

耐性度の変異頻度が10-6以 下の場合,通 常 の耐性検

査 では菌接種量がほぼ106で あるか ら,限 界点を不 明瞭

にす ることはない。 しか しaminocyclito1系 薬剤のKM,

PRM,FRM,GNT等 では,2～4倍 高い耐 性値 へ の変異

の頻度がそれ よ り高 く,10-4esど なので,通 常 の接種菌

量では,対 照平板 と同様の発育 をみた限界値 よ り2段 階

濃度 くらい上 までの平板上に100個 以下 の コロニー とし

て発育が続 くのがみ られ る。 こ の場 合,接 種菌量 を1/

100,す なわちほぼ104個 とす る と,そ の申に 変異株 は

ほ とん どみ られず,明 瞭 な境界点 がえられ る。 しか し通

常接種量 でも,た とえ100個 以上 の変異株の生育 がみ ら

れた として も,こ れを除外 し,対 照平板上 と同等 の発育

をみた平板 だけを陽性 とすれぽ,通 常接種量で も境界点

の判定は,11100量 の場合 と大差はない。

もし数個 でも コロニーの生育がみ られた最大値を耐性

度に とる と,変 異の頻度に従が つて種 々の耐性度が得 ら

れ,ば らつ きが大 きい。液体培地 内で薬剤の段 階稀釈 を

行ない,菌 の生育をみ る耐 性検査 の場合は,1個 で も耐

性菌 があれ ば培地内全体に増殖可能 であ るか ら終末点 の

ば らつ きが大きい。

またSA,CL,FT,FZな どは100倍 に稀釈せねば耐 性

値のば らつ きが大 きい。

TCやCPの ように,感 受性菌の耐 性度が変異 し難い

ものは,接 種菌量 の如何に拘わ らず,明 瞭 な境界点がえ

られてい る。

こ うして我 々は,接 種菌量を1/100以 下にす るこ とに

よっ て変異菌の出現 を防 ぎ,ま た菌体外に出 る不活化酵

素や菌体内の拮抗物 質の影響を うけない よ うにする こと

が 出来た。その稀釈 の法 は,被 検菌の1夜 培養液 よ り菌

液を1白 金耳 とつて,O・4ml以 上のペプ トン水 中 に稀

釈すれば,100倍 以上の稀釈 とな り,大 量の菌を処理 す

る場含,簡 便であ る。

我 々は赤 痢菌における附性限界を きめただ け で あ つ
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て,そ の限界値がその まま他の菌種にあては まるもので

はない。赤痢菌です ら,例 えばKMの 感受性菌 と中 等

度 耐性菌 との間の境界をひ きに くいほ どであ るか ら,ま

してや腸内細菌に属す る菌 のすべてを含 めての耐 性限界

を1薬 剤について1つ とい う具合 に定 め ることは出来 な

いo

しか しいずれの場合 において も,invitroに おけるあ

る菌種のあ る薬 剤に対 する耐性限界は,先 ず耐性値分布

曲線 を種 々の接種菌量 で画い てから本稿に考察 した よう

な方法で きめるのが妥 当である と考 える。

藤 井らは,我 々のよ うに接種菌量を1/100に す るのが

不適 当である理 由 として,ブ ドウ球菌 のペニ シリン耐性

の場合な ど,耐 性菌 の耐性値が接種菌量が少 い と感受性

菌 のそれ と近 くなるか ら と論 じている1。)。

この ような誘導酵素 または菌体外へ も出る不活化酵素

に よる耐 性は,耐 性値 が接種菌量に極 めて影響 され易い

か ら別個 に論 じられねば ならないが,そ の場合で も,耐

性菌 と感 受性菌 の耐性値 の分布 の山が異 なる限 り,耐 性

限界を正 しくきめ ることは容易 である。接種菌量 を如何

よ うにす るかは,耐 性値 のば らつきの最 も少い ところ と

して きめ るのが適 当であろ う。

さらに,こ うい う方法 できめ た耐性限界は,こ れに よ

つて感受 性菌,耐 性菌 の区別 をす るのが目的 であ るが,

この区別 をその まま臨床面に適用す るには未だ多 くの因

子 を考慮 に入れ なければ ならない。生体内の薬剤濃度は

平板上 のそれ と異 な り,吸 収,排 泄 との動的関係,血 清

中の不活化因子 との関係に よってその活性が異な り,ま

た菌 の存在す る具体的な環 寛,例 えば細胞内 とか,空 洞

内 とかによつ て静菌,あ るいは殺菌的効果が変化す る。

感受性菌 といえ ども,CLMの ように腸管か ら吸 収 し

難 い ものは,経 口投与では体内では奏 効 しないであろ う

し,耐 性菌 といえ ども,中 等度耐 性の ものは,薬 剤の大

量使用が可能な らば治療効果 があ りうる。従がつ て,臨

床薗 では,ま た病巣のそれぞれに従がつて,薬 剤の効果

に異なる影響があ るもの と考え られる。

結 論

赤 痢菌 の薬剤耐性値分布を任意 に選 んだ100株 の菌株

について,13の 薬剤について測定 した。方法はハ ー ト・

イ ンフユージ ョン培地(SAで は合成培地)を 用 い,2倍

つ つの階段稀釈平板上に,=被 検液 のペプ トン水 中1夜 培

養液 を1白 金耳つつ接種 し,こ れ を 通常接種菌量 と し

た。

TC,CM,SM,SA以 外では感受性菌 のみ の1峯 性 の 耐

性値 分布を画き,TC,CMで は1峯 性 の耐性菌 も加わ り,

SM,SAで は さらに中等度耐性菌群の区別 もみ られた。

SA,CL,FT,FZで は撲種菌量 を1/100に す る と著 る

しい耐性度 の低下がみ られ,そ れ 以下 の接種菌量でも同

じであつた。KM,PRM,FRM,GNT等 のaminocyclito1

系薬剤 では2～4倍 高い耐性値を もつ変異株 が10s程

度 の変異頻度 でえられ,1/100以 下の接種菌量 では 耐性

値分布曲線は著変はないが変異株の出現を除外 出来た。

感受性菌 の耐性度分布が広い範 囲 に わ た るTC,AB;

PC,FT,FZの 場合,赤 痢菌 の申で もSh.sonneiがSh.

卿 辮 爾 よ り耐性値が高いためであ ることがわかつたσ

TC耐 性では市販 の培地 で感受 性菌 の耐 性度 が8倍 も

違 うのがみ られた。

以上の結果か ら綜合的に考察 し,接 種菌量 は100倍 稀

釈液 よ り行な うことと し,13の 薬 剤の耐 性菌 の下 限 値

を下の よ うに決定 した。

25μ9/m1;SA,12.5Pt9/ml;CP.AB-PC.NA,6.25

μ91m1;TC、SM.PRM.FRM.KM.FM,1.6μ9/ml;GNT

CLM.FT.
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DETERMINATION OF DRUG-RESISTANCE IN 

        SHIGELLA STRAINS
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 One hundred strains of shigelli were selected at random stock cultures in this laboratory and their 
resistance to 13  drugs was determined to establish a  convenient method of assay of drug-resistance. 
Assay  was performed by agar dilution method and level of resistance was expressed by maximal con- 
centration (MAC) of drug which allowed bacterial growth. Serial two fold dilutions of drug were 
added to each plate. 

 It was found that decrease in inoculum size on assay plate resulted in a significant decrease in level 
of resistance to drugs, especially to SA, CL, FT and FZ, but constant value of drug-resistance was 

 obtained when inoculum size below  104 microorganisms was used. Mutants developed at a high frequency 
of about  10-4 on assay plates containing aminocyclitol drugs such as KM, PRM, FRM and GNT, and 
level of their resistance was found to be 2 to 4 times higher than that of original sensitive strains. 
Therefore one loopful inoculum of overnight broth culture caused the development of many mutant 
colonies on assay plate and level of resistance of mutant colonies was taken as that of original  sensitive 
strains. Decrease of inoculum size could eliminate such error caused by development of mutants. 
Distribution spectrum of resistance to TC, AB-PC, FT and FZ was slightly different between the strains 
of Sh. sonnei and  Sh.  flexneri. Considering from the results described above, one loop of 100 fold dilu-
tion of overnight broth culture was used for inoculum size on assay plate. In most cases, minimal concen-
tration of drug (MIC) which inhibits bacterial growth was found to correspond to the concentration 
of two-fold MAC. 

 Most strains of shigelli were found to be resistant to TC, CP, SM and SA or to the combinations there-
of, few strains being resistant to  AB-PC or NA and mostly sensitive to other drugs. Distribution 

pattern of TC (or CP) sensitive and resistant strains was very sharp, but another group of low level 
of resistant strains exhibited in case of SM or SA.




