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薬剤耐性結核菌株の薬剤耐性パターンと遺伝子変異の解析
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要 旨

平成12年4月 ～16年3月 までに東京都内において検出された薬剤耐 性結核 菌計98株 について.常 用

4薬 剤に対す る薬剤感受性 を検査 し,MIC値 を測定 した。単独耐性ではSM耐 性 が27株 と 番 多 く,つ

いでINH耐 性株16株 で あった.複 数の薬剤に耐性の ものでは,INHと 他 の組み合わせの ものが51株 と

最 も多 く,そ の中でINH,RFP両 薬 剤に耐性の株は38株 にのぼった.4薬 剤 すべてに耐性 を示 した株が

19株 あ り,そ のうち7株 は別 に行った試験でニューキノロン系の抗 菌剤にも耐性であった.薬 剤耐性化

に関与す ると考 えられている遺伝子変異 をDNAシ ー クエ ンス法で調査したところ,RFP耐 性 株では.

rpoB遺 伝 子に変異のある株が98%に み られた.INHに 対 して高度の耐性 を示す株ではkatG遺 伝 子 上

の欠損や挿入,あ るいはahpC遺 伝 子の塩基に変異が見られ,中 等度耐性の株ではkatG遺 伝 子のア ミノ

酸変異,さ らに低濃度耐性の株 ではinhA遺 伝子の塩基変異が見られた.SMの 高度耐性株では,す べて

の株でrpsL遺 伝 子のア ミノ酸変異がみ られ,低 濃度耐性株では,rrs遺 伝 子の塩基置換が68%に み られ

た.EMB耐 性 株では,embB遺 伝子のア ミノ酸変異が87%に 見 られた。
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序 文

結核菌 は増殖が遅いため,従 来の培養法による

薬剤感受性試験では2週 間以上の期間を要するこ

とか ら,治 療 と蔓延防止のための予防内服の実施

に向けて,よ り迅速な試験法の開発が求められて

いる.近 年,結 核菌の薬剤耐性 とその遺伝子変異

との関連が明 らかにされつつ あ り1)～3),これを応

用 した遺伝子検査による薬剤感受性試験が確立 さ

れれば,迅 速に結果が判明 し,適 切 な治療 と早期

の蔓延防止対策や,医 療 費の減額,入 院日数の減

少なども期待できる.今 回は,薬 剤感受性試験に

遺伝 子検査法を応用するための基礎データとする

ため,東 京都内で分離された薬剤耐性結核菌につ

いて,耐 性遺伝 子の調査を行った.従 来の培 養法

で薬剤感受性,最 小発育阻止圧濃度(MIC値)を 調

査するとともに,遺 伝 子検査によって,各 抗結核

薬耐性化 と関連する タンパク質,あ るいは遺伝 子

上のア ミノ酸変異,塩 基変異を調査 し,耐 性の程

度 と変異部位の相関を解析したので報告する.

材料 と方法

1.　供試菌株

平成12年4月 ～16年3月 までに東京都内にお

い て検出 され,小 川標 準法 で リフ ァ ンピシ ン

(RFP),イ ソニアジ ド(INH),ス トレプ トマ イシ

ン(SM),エ タンブ トール(EMB)の どれかに耐

性であることが判明 した結核菌,計98株 を対象と

別刷請求先:(〒169-0073)東 京都新宿区百人町3-
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東京都健康安全研究センター ・微生物部

向川 純

感染症学雑誌 第79巻 第6号



結核菌薬剤耐性と遺伝子変異 389

Table 1 Oligonucleotides used for PCR amplification and sequencing

して検 討 した.結 核 菌の培 養お よび 菌体 の回収 は

すべ てP3施 設 内で 行っ た.

2.　薬 剤感受性 試験

本試験 はMGIT法(ベ ク トンデ イキ ン ソ ン社),

な ら びに ビッ トスペ ク トルSR法 で 耐性 の有 無 を

判定 し,MIC値 を プ ロス ミックMTB-I法(極 東製

薬)で 測 定 した.

MGIT法 は,MGIT液 体 培地 に発 育 した菌 を,

INH(0.1μg/mL),RFP(1μg/mL),SM(0.8μg/

mL),EMB(3.5μg/mL)を そ れぞ れの濃 度に添加

したMGIT培 地 に接 種 し,薬 剤 を人れ ない コ ン ト

ロー ル培 地 で菌 発育陽性 にな った後,2日 以 内 に

発 育 した もの を耐性 と判定 した.

ビ ッ ト ス ペ ク トルSR法 で は 吸 光 度530nm

OD=0.1の 菌液 を10倍 希 釈 して,準 備 されて いる

培 地の 各ウエ ルに20μL接 種 し,数 週 間培 養 し,コ

ン トロールの ウエ ル とそ の発育状 況 を比 較 し判定

した.

プ ロ ス ミ ッ クMTF3-I法 で は,OD=0.16～0.2

の 菌懸濁 液 を接種 出培地 に210μL加 え,薬 剤 乾燥

周 着マ イ クロプ レー トの 各 ウエ ルに200μLず つ

分注 し,37℃,5%CO2条 件 下に7H問 培 養 し発育

の 有無 を判定 した.

3.　薬 剤耐性 に関 与す る遺 伝 子の解析

菌体 か らのDNAの 抽 出は,前 報4)の 材 料 お よび

方 法 の2.RFLP解 析 に 記 載 し たSDS-プ ロ テ

ナ ーゼK-フ ェ ノー ル ・クロロ フ ォルム法 で行 っ

た.R-Pの 薬 剤 耐性 に関 与す る遺 伝 子 の解 析 は

rpoBを,INH耐 性 で は たkafG,inhA,ahpCを,SM

耐 性 で はrpsL,rrSを,EMB耐 性 ではembBの 各

遺 伝 子を対 象 に行 っ た.各 遺 伝 子 領域 をTable1

に 示 したプ ラ イマー5)～9)を用 いPCR法 で 増 幅 し,

Montage PCR Centrifugal Filter Device(Milli-

pore社)を 用 いてDNAを 精 製後,ABI PRISM310

(Applied Biosystems社)を 用 い,Dye Termina-

tor法 で サ イ クル シー クエ ンスを行 った。

成 績

1.　薬 剤 感受性 試験

Fig,1に,MGIT法 に よる薬剤感 受性検 査,

結 果 を示 した。供試 した98株 の うち,単 独耐性 で

はSM耐 性 が27株 と 一 番 多 く,INH耐 性 株16

株,RFP耐 性 株2株,EMB耐 性 株2株 であ った.

複 数 の薬剤 に耐性 を示 した ものは,INHと 他 の組

み 合 わ せ の もの が51株 と 最 も多 く,そ の 中 で

INH,RFP両 薬 剤 に耐性 の株 は38株 で あ った.4

薬 剤 すべ て に耐性 を示 した株 は19株 で,ビ ッ トス

ペ ク トルSR法,プ ロス ミックMTB-I法 で の試験

結 果か ら,そ の うち7株 が ニ ュー キ ノロ ン系の抗
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菌剤 に も耐性 であ るこ とが判 明 した.

2.　薬 剤耐性 株 の遺 伝子 変異調 査成績

1)　RFP耐 性 株 の遺伝子 解析結 果

Fig.2に 示 した よ うに,RFP耐 性40株 の うち,

RNA polymerase Bsubunitを コ ー ド し て い る

rpoB遺 伝 子の,コ ドン516番 目のAsp(1文 字 記

Fig. 1 Number of strains resistant to drugs

号で はD),526番 目 のHis(H),531番 目 のSer

(S)の い ず れか に変 異のあ る ものが39株 あ り,ア

ミノ酸 置換 とMIC値 の 相関 を見る と,516番 目の

Asp(D)がVal(V)に 変 異 した株 は4～8μgmL

と中 等 度で あったが,Tyr(Y)に 変 異 した株 は32

mg/μL以 上と高度耐性 であ った.ま た.526番 目

のHis(H)がTyr(Y),Asp(D),Arg(R)に

変 異 した株 はいず れ も高 度耐性 で あった.し か し,

Leu(L)に 変 異 した株 は,感 受性 と耐性の境 界と

考 え られ,判 定保留 となるMIC値0.5μgmLを 示

した.531番 目の変 異はすべ てSer(S)か らLeu

(L)へ の 変異 であ り,変 異のみ られた株の 大部分

はMIC値32μg/mL以 上の 高 度 耐 性 株 で あ った

が,一 部 の 菌 株 で4μg/mLな い し8μgmLの

MIC値 を示す もの もあ った.ま た今回解析 した中

に,こ の領域 に変 異が ない のにRFP耐 性 の株が1

株 あ った.

2)　INH耐 性 株の遺伝 子解析結 果

Fig.3に,INH耐 性67株 のMIC値 と遺 伝 子変

異 状況 を示 した.katG遺 伝 子に欠失,挿 入あ るい

は ア ミノ酸変 異のあ る もの が21株 で,4種 類 の変

Fig. 2 Association between MIC to rifampicin and amino acid mutation in rpoB gene
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Fig. 3 Association between MIC to isoniazid and amino acid or nucleic acid mutation

in katG juhA, or aphC gene.

No. 1 to 5 are INH resistant strains which have multilocus gene mutations.

異が み られ た.inhA遺 伝 子の変 異は3種 類 で34

株,そ してahpC遺 伝 子の変異 は5種 類 で15株 見

られ た.ま た,こ れ らの遺伝子 に変 異の ない耐性

株が6株 あ った。katG遺 伝 子 に 欠損 ・挿 入のあ る

株 はMIC値 が32μg/mL以 上の高 度耐性株 で,コ

ドン315のSer(S)がThr(T)に 変 異 し た 株

(S315T)で はMIC値 は4～8μg/mL,コ ドン285

のGly(G)がCys(C)に 変 異 した もの(G285C)

は,2～32μg/mL,コ ド ン461のIn(Q)がPro

(P)に 変 異 した もの(Q461P)のMIC値 は4μg/mL

で あ った.G285Cで32μg/mLと 高 いMIC値 を 示

した株 は,同 時 にinhA遺 伝 子に も変 異が あ り(番

号1の 株)そ の 株 を 除 く と,G285Cの 株 のMIC

値 は2～8μg/mLで あ った。

inhA遺 伝 子の 変異 は,主 と してその 調節領域 に

存 在 し,転 写 開始 点の上 流-15のCがTに置 換 し

た ものが31株 中30株,-17番 目のCがTに 置換

した ものが1株 あった.こ れ らの株 のMIC値 は ほ

とん どが1～4μg/mLで あ っ たが,MIC値16μg/

mL以 上 を示す株 が3株 あ り,こ の中 に は前述 の

katG遣 伝 子変 異 を同時 に持 つ株 も含 まれて い た.

inhA遺 伝 子 で コ ドン94のSer(S)がAla(A)に

変 異 した(S94A)4株(番 号2か ら5)は い ず れ も

同時 にkafG遺 伝 子 の コ ドン461のGln(Q)のPro

(P)へ の 変異(Q461P)と,ahpC遺 伝 子 の調節 領

域 の-51のGか らAへ の変異 を持 つ株 で,そ れぞ

れ2000年 か ら2003年 に分 離 された 同 一患者 由来

の株 で,MIC値 は4μg/mLで あ った。

ahpC遺 伝 子 に変異 を もつ耐 性株 は15株 あ り,

Fig.4にahpC遺 伝 子 の 調節領域 の変 異 とMIC値

に つ い て示 した.16～32μg/mL以 上 の高 いMIC

値 を 示す株 は9株 で,転 写 開 始点 よ り上 流 の-81

あ る い は-54のCがTへ 変異 してい た.8μg/mL

以 下のMIC値 を示 す株 は6株 で,-88あ る い は一

51,-48のGがAへ 変異 して いた。

ビ ッ トス ペ ク トルSR法 でINHに 不 完 全 耐 性

(INHO2耐 性,INH1.0感 受 性)で あ っ た37株 の

MIC値 は大 部分1～4μg/mLで,37株 中,31株 で

inhA遺 伝 子 に,6株 で 液katG遺 伝 子 に,5株 でahpC

遺 伝 子 に変異 が 見 られ た。 また,こ れ らの遺伝 子

平成17年6月20日
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Fig. 4 Association between MIC to isoniazid and mutation at regulatory region of

ahpC gene

Fig. 5 Association between MIC to streptomycin and amino acid mutation in rpsL

gene or nucleic acid mutation in rrs gene

に変異がない株は3株 であった.

3)　SM耐 性株の遺伝子解析結果

Fig5に 示 したとお り,SM耐 性63株 のうち,

MIC値128μg/mL以 上の高度耐性39株 は,す べ

ての株で,rpsL遺 伝子のコ ドン43番 目,あ るいは

88番 目の いず れか に,Lys(K)か らArg(R)へ

の 変異 があ り,MIC値128μg/mL未 満 の低濃 度耐

性24株 で は,14株 でrrs遺 伝 子 の512(Cか ら

T),513(Aか らC),516(Cか らT)番 目 の塩 基

置換 が み られ た.こ れ らの遺 伝 子に変異の ない株
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Fig. 6 Association between MIC to ethambutol and amino acid mutation in embB

gene

の10株 にMIC値8μg/mL以 下の耐性 がみ られ

た.

4)　EMB耐 性株の遺伝子解析結果

EMB耐 性の31株 で,耐 性化に関与する遺伝子

と考 えられ るembB遺 伝 子を解析 した ところ,

Fig.6に 示すとお り,コ ドン306のMet(M)がIle

(IL)へ 変異 していた株16株,Val(V)へ 変異 し

ていた株11株 の合計27株 が確認された。また,

この変異のない株でMIC値4μg/mL以 上の耐性

株が4株 あった.

考 察

今回,薬 剤耐性結核菌計98株 について,主 要抗

結核薬で あるINH,RFP,SM,EMBに 対す る

感受性 を調査し,MIC値 を調査 した.今 回調査 し

た結核菌株は,初 回治療例 と既治療例が混 じった

ものであるが,阿 部10)の報告と同様,単 独耐性では

SM耐 性(27.6%)が 一番多 く,続 いてINH耐 性

(163%)で,RFP単 独耐性(2%)と,EB単 独耐

性(2%)は 少数であった.4薬 剤にすべて耐性を

示 した19株 の うち7株 が,ニ ューキノロン系の抗

菌剤にも耐性であったが,ニ ューキノロン系の抗

菌剤にのみ耐性を示す株はな く,多 剤耐性菌の治

療に同抗菌剤が用いられ,耐 性を獲得 したものと

推 察 され る。 またINH単 独 耐 性 の株 が16%も 検

出 された こ とか ら,感 染拡 大 を防 ぐための予 防内

服 を行 う際 は,初 発 者の菌 株 にお ける薬剤感受性

検査成 績 を重 視す る必要 があ ろ う.

結 核 菌の抗 結核 薬 に対 す る耐性 獲得 はすべ て染

色体 遺 伝 子 の突 然 変異 や 不 特 定 な塩 基 配 列 の 挿

入,あ る いは 欠損 な どで起 こ る と考 え られ てお

り1)～3),現 在 ま で にRFPに お け るRNA polym-

erase β subunit遺 伝 子(rpoB),INHに お け る

catalase-peroxidase遺 伝 子(katG),enoyl-ACP-

reductase(inhA),alkylhydroperoxidase redue-

tase遺 伝 子(ahpC),SMに お け るribosomal pro-

tein S12遺 伝 子(rpsL)お よ び16S rRNA遺 伝 子

(rrs),EMBに お け るarabinosyl transferase遺 伝

子(embB)な どが耐性 化 に関与す る遺伝子 と して

報 告 されて いる1)～3).今 回,抗 結核 薬 に対 す る耐性

と,こ れ らの遺伝子 の変異 につ いての相 関 を調 査

した.

RFPは,結 核 菌 のRNA polymeraseの β

subunitに 結 合 し,RNA鎖 形 成 の開始 を阻害 し抗

菌活性 を発揮 す る3).RFP耐 性 菌 で は,βsubunit

上 の23個 の ア ミノ酸 をコー ドす る ホ ッ トス ポ ッ

ト領域 に変異 が集 中 して起 こる ことが 報告 されて
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い る3).今 回 の 結 果 か ら も,Fig.2に 示 した よ う

に,調 査 したRFP耐 性 株 の98%で こ の領域 に ア

ミノ酸 変 異 が あ っ た.ま た変 異 す る ア ミ ノ酸 に

よってMIC値 が 異 なる こ とも判明 した.531番 目

のSerに 関 して は不 明 の点 もあるが,他 の ア ミノ

酸変異 で は,変 異 す るア ミノ酸 の種類 に よって,

RFPとRN Apolymerase β subunitの 結 合 の親 和

性 が変 化す るため,耐 性 の程度 に差が 生 じた と考

え られる.

INHは 結 核 菌 の細 胞 壁 特 異 成 分 で あ る ミコー

ル酸 の合成 を阻害す る こ とで抗菌 作用 を示す と考

え られ てい る3).INHはkatG遺 伝 子 の 産物 で あ

るcatalase-peroxidase活 性 に よっ て 酸 化 され 活

性 型 とな るた め,katG遺 伝 子上 の 塩 基置 換 や 挿

入,ま たは欠損 によって カ タラーゼ活性 を失 った

katG変 異 株 で はINHの 活 性化 が起 きず耐性 とな

る と考 え られ てい る.我 々の成績 におい て も,katG

遺 伝 子 に欠損 や挿入 があ る株 は,高 度 耐性 を示 し,

S315T,G285Cで は,そ れ よ り低 いMIC値4～8

m/mLの 耐 性 を示 し た.こ れ はvan Soolingen

ら11)の報 告 と一致 す る成績 で もあ った.コ ドン315

のMetはcatalase-peroxidase活 性 の 発 現 に 重要

な ア ミノ酸 残 基 で あ り,こ の 変 異 に よっ てINH

と の 結 合 活 性 が 低 下 す る こ とが 報 告 さ れ て い

る'2).コ ドン285のGlyも 同 様 の役割 を持 つ と推

定 され る.

INHの 標 的 タ ン パ ク 質 と 考 え ら れ るenoyl-

ACP-reductaseを コ ー ドす るinhA遺 伝 子 上の変

異 もINH耐 性 に 関与 す る と報 告 され て い る3).

inhA遺 伝 子 上 の変 異 に よ ってINH-NAD複 合 体

との親和性 が低下 した り,発 現調 節部位 の変 異 に

よ り,enoyl-ACP-reductaseの 過 剰 生産 が お き,

INHに 耐 性 化す る と考 え られ る.今 回の成績 か ら

も,INHに 対 してMIC値1～4μg/mLの 低 濃 度耐

性 株 で,タ ンパ ク質 をコー ドす る遺伝 子上 のア ミ

ノ酸変 異が9.8%の 株 に,inhA遺 伝 子 の調節 領域

にお ける変異 が65.9%の 株 に認め られ た.こ れ ら

の低濃 度耐性 株 は,ビ ッ トスペ ク トルSR法 で は

すべ ての株 で不 完全 耐性(INH0.2μg/mL耐 性,1.0

μg/mL感 受 性)と 判 定 され,吉 多 ら13)の報 告 と 一

致 した.低 濃 度耐性 株 はinhA遺 伝 子 に変異 のあ

る ものが 多い こ とが推 定 され る.inhA遺 伝 子変 異

株 の中 には,MIC値16～32μg/mLの 高 度耐性 株

が3株 あ り,2株 に つい ては不明 であ るが,1株 は

平inhA遺 伝 子とkatG遺 伝 子に 圧重の変 異を持 ち,

二重の変 異 によって耐 性度が 高 くなった もの と考

え られ る.

ahpCはalkylhydroperoxidaseを コ ー ドす る遺

伝 子で あ るが,そ の 調節 領 域 の 中 の 変 異 もINH

耐 性 に 関 与す る こ とが 報 告 され て い る3)14).今 回

の結 果か らも,こ の遺伝 子の 調節領域 中,特 定 の

塩 基置換 と耐性 化に相 関が観察 され た.Sherman

ら14)は,こ の 変 異 した 調節 領域 の 下流 に レポ ー

ター遺伝 子を接続 して,そ の遺伝 子発現 の増減 を

調査 して いるが,調 節 領域 の塩 基変 異に よって,

プ ロモー ター 強度 が増 大 し,下 流 にあ るahpC遺

伝 子の 産物 で あ るalkylhydroperoxidaseの 発 現

量が増 し,そ の結 果INHに 耐 性 化 した こ とを推定

させ る.ahpC遺 伝 子の調節 領域 に変 異のあ る株

の な か で,同 時 にkatGのQ461P,inhAのS94A

と い う変 異 を持 つ ものが あ り,MIC値 は4μg/mL

と低 い値 を示 した.耐 性化 の機構 に,こ の3カ 所

の変 異が同時 に起 きる こ とが必 要なのか,あ るい

は2カ 所 は耐性 化 に関係 な く,残 りの1ヵ 所 のみ

が関 与す るのか な ど,今 後の検討が 必 要で ある.

SM耐 性 菌では,16SrRNAの530ス テ ムルー プ

領域,900ス テ ムルー プ領域,及 びこれ らの 領域 と

結 合す るS12タ ンパ ク質の コ ドン43,88の ア ミ

ノ酸の 変 異が 耐性 化 と相関す る こ とが報 告されて

いる8).今 回 の調 査にお いて は,S12タ ンパ ク質の

特 定の ア ミノ酸 変 異に よってSMに 対 す る高濃 度

の耐性 化,ま た16SrRNAの 塩 基 置換 に よっ て低

濃 度の耐性 化が 観察 された.変 異のお こる遺伝 子

に よって耐性 の 程度が 変わ るこ とが,INHと 同 様

にSMで も観察 され た.今 回,培 養法 でSM耐 性

と判定 された 菌株 の うち,84.1%が こ れ らの領域

に変異 を持 って いた.

EMB耐 性 菌 でembB遺 伝 子の コ ド ン306の

Metの ア ミノ酸 変 異が87.1%の 株 に検 出 され た.

こ の ア ミノ酸変 異 に よって,embB遺 伝 子の 産物

であ るア ラビ ノシル トランスフ ェラーゼの活性 が

低 下し,細 胞壁 の生合 成が 阻害 され たこ とが推 察
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され る.embBの 他 の領域,あ る いはembA,embC

に お け る変 異 もEMB耐 性 化 と関係 す る とい う報

告15)もあ り,我 々は これ らの遺 伝子 の調 査 も行 っ

て いる.

今 回解析 した 菌株 中に は,薬 剤 に耐性 を示す に

もか かわ らず,調 査 した遺伝 子に変 異が認 め られ

ない株 があ った.こ れ らの株 は,調 査 した遺 伝 子

の別 の領域,あ る いは別の遺伝 子に変異 を もつ こ

とも考え られ,さ らな る調査 ・解 析 を行 って いる.

ハ イブ リダ イゼ ー シ ョン法16)やDNAマ イ クロ

ア レー法2)を 用 い て,こ れ らの変 異を同定 し,薬 剤

感受性 の診断 に用い られる検 査キ ッ トが一部 に開

発 され てい る.ま た リアル タイムPCRを 用 いた検

出系17)の開 発 も報告 され てい る.今 後,さ らに耐性

化に関与 す る遺 伝 子群 の解明が進 み,こ れ らの遺

伝 子変 異を病院 の検査室 で も簡 単に検 出で きる検

査キ ッ トが開発 されれ ば,迅 速で的確 な臨床 診断,

な らびに 予防内服 の資料 と して役 立 て られ る と考

え られ る.
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Anti-drug Pattern of Drug-resistant Mycobacterium tuberculosis and Analysis of
Mutation in Drug-target Genes

Jun MUKAIGAWA, Miyoko ENDOH, Yoshitoki YANAGAWA & Satoshi MOROZUMI
Department of Microbiology, Tokyo Metropolitan Institute of Public Health

The antimycobacterial susceptibility test was performed and minimal inhibitory concentration

(MIC) to drugs was determined in 98 strains of Mycobacteium tuberculosis (MTB) isolated in Tokyo
from 2000 to 2003, to find which were resistant to any of the four main anti-MTB drugs, isoniazid

(INH) , rifampicin (RFP) , streptomycin (SM) , and ethambutol (EMB) . 27strains of them were resis-
tant only to SM, and 16 strains were resistant only to INH. 51 strains of them were resistant to not

only INH but also other drugs. 38 strains were resistant to both INH and RFP. 19 strains were resis-
tant to all four drugs, including 7 strains resistant to new quinolon anti-biotics also.

Nucleotide or amino-acid mutations in drug resistant MTB genome were determined by DNA

sequencing method. Mutation of codon 516, 526, or 531 of rpoB gene was detected in 98% of MTBs re-
sistant to RFP. Deletion or insertion of katG gene or nucleotide mutation at regulatory region of ahpC

gene was detected in MTBs highly resistant to INH. Amino acid mutation of katG gene, especially at
codon 315, was detected in MTBs resistant to INH intermediate. Nucleotide mutations at regulatory
region of inhA gene were detected in MTBs resistant to INH at low level. Amino acid mutation at co-

don 43 or 88 of rpsL gene was detected in MTBs highly resistant to SM, and nucleotide mutation at

512, 513, or 516 of rrs gene was detected in MTBs resistant to SM at low level. Amino acid mutation

at codon 306 of embB gene was detected in 87% of MTBs resistant to EMB.
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