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喀痰中結核蔚の分離培養法に関する比較研究

国立予防衛生研究所結核部(部長 柳沢 謙)

林 久 子

(昭 和27年10月22日 受付)

1緒 言

喀 屡 よ りの結 核 菌 分 離 培 養 法 は,わ が 国 だ け を見 て も

は なは だ 多様 で あ るが,は た して い ず れ が優 れ てい るか

を決 す るこ と は なか な か難 しい よ うに思 われ る。 菌 の検

出率 が 高 い方 法 が 発 見 され て も,そ の培地 の作 製 技 術,

培 養手 技 等 の 条 件 が 複雑 で あつ た り,そ れ に要 す る費 用

があ ま りか さん で は,や は り実 際 的 に用い る の には適 さ

ない場 合 もあ る◎

著者 は 最近 わ が国 で培 養 成 績 が優 れ,し か も培 地 の作

製 が簡 便 で,難 しい 技 術 を要 せ ず に短 時 聞 に培 養 出来 る

ので推 賞 され てい る小 川 法Dと,米 国 で現今 広 く→ 殴 に

用 い られ てい るLδweBstein-Je1)se1≧ 法2)(以 下L-J法

と略 す)及 びPetragnani・McNabb変 法3)(以 下Pet

法 と略 す)に つ い て比 較 実験 を行 つ た の で そ の成 績 を 報

告す る◎

II実 験 方 法

1)培 地 製 法

A小 川 培地

第 一 燐酸 加里3.Ogm

蒸 瑠 水100.Oml

上 記原 液 を混 和,1000C,1時 閥 滅 菌 し,原 液i100ml

に対 し・全 卵 液2004を 加 え ・ さ らに2%マ ラ カ イ

ト緑6裾,グ リセ リン6m9を 加 え,試 験 管 に分 注 して

90。C,1時 間1回 擬 固滅 菌 す◎

BL6wen$tein-Jensen培 地

第 一 燐 酸 加 里2.497」1

硫 酸 マグ ネ シゥ ムO.24gm

ク エ ン酸 マグ ネ シ ゥ ム .O・6gm

ア スパ ラギ ン3.6卿

グ リセ9ン12.Omt

蒸 億留ア」トく600。077～1

以 上 原液 を材 料 が 溶 け るま で加 熱 し,56。Cの 重 撚 煎

中 に2時 聞 置 い て か ら馬 鈴薯 澱 粉30ymを 加 え,煮 沸 水

中 で内 容 が透 明 に な るま で 強 く振 糧 しなが ら熱 す る◎ さ

らに15分 闘 熱 してか ら56。Cの 重 盤 煎 中 に1時 聞 置 き,

これ に全 卵液1000・Omlを 混 和,さ ら に2%マ ラカ イ

ト緑20.Omlを 加 えて か ら室 温 に1時 聞 置 いて 後 分 注,

擬 固 滅 菌 す る◎原 液 で は第1日85。C40分,第2,3

日80。C40分 加 温 す る こ と にな つ て い るが,後 述 す る

よ うに雑菌の混入する場合があるので,著=者 は 第1H

90。C,1時 聞,第2日85。C,30分 で凝固滅菌 を 行 つ

た◎

CPetragnani培 地

牛 乳900.Omt

馬鈴薯澱粉36.Opm

ペ プ ト ン6.Ogm

馬 鈴 薯 鶏卵大 の もの6

個 を細片 にす る

以上 を2時 間振盗 しなが ら加温す る。

これ に全卵24個,卵 黄6個,グ リセ リン72.0認,2

%マ ラカイ ト緑60.Omlの 混和液 を加え,両 者 をよ く混

ぜてか ら分注,凝 固滅菌する。凝 固条件 は,原 法では20

分聞の高圧滅菌 を行 うことになつているが,こ れでは培

地面晦裂状態 になるのでL-J培 地 の場合 と同 様 に し

た。 ・

2)供 試 喀疲

GaffkyO～V号 の結核患者喀婆 を滅菌乳鉢 に採 り,

凍結 した後研磨 し,健 康者の喀婆 及び 蒸鰭水で適当に稀

釈 してか ら,さ らに凍結,研 磨 を数回 くり返 し行 い,得

た比較的均等 な喀湊 を2～3分 し,そ れぞれの方法 で培

養 を行つた。

3)培 養方法

A小 川法

喀褻 に等量 の8%NaOH水 を加 え,ピ ペッ トで よ

く麗搾混和 してか ら直 ちに3本 の小川培地斜面 にO・1ee

宛流注,数 日間斜面位 に保 つて37。Cに 培養,培 地面が

乾 燥するのを待 つて綿栓を ゴム帽にか え,培 養 を 続 け

た。

BL6wei)steiB-JeMtsen法

喀演iに等量の0.004%Phenolr《 認 加4%NaOH

水 を加 え,15分 聞振盗 してから3,000回 転15分 遠心

沈澱 を行 う。沈渣 に2N.HC1を 加 えて中和 し,3白 金

耳宛 を3本 のL-」 培地 に塗抹,叉 は0.1ee宛 を流注,

培地面の乾燥す るのを待 って綿栓 をゴム帽 にか えた。

CPetragltani法(McNaも}}変 法1

喀疫 に等量 のBi'omcregel加3%IiCiを 加え,強

く振盗 した後,2時 闘 室温 に放概,3%NaOH水 で中

和・30分 高速度遠心 を行つてか ら灘 査を3白 金耳宛3

～9-一
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本のPet培 地 に塗抹,こ れを他 の場合 と 同 様 に し て

37◎Cに 培養 した。

DB・('・Gの 定量培 養

馬鈴薯培地 に培 養 したB.C.G及 びB.C.G乾 燥 ワク

チ ンのそれ ぞれ10'-3,10--4mgの 蒸館水浮游液0.lce宛

を小川培地(1%及 び3%第 一一燐酸加里培地),L-J培

地並 びにPet培 地 の各3本 宛 に流注,37◇Cに 培養 した。

4)観 察方 法

培養 陵12日,以 後6適 まで毎週発生集落数,集 落 の

大 きさ及 び雑 菌の発生等 につい て観察,で き得 る限 り集

落数 を数 えて培地3本 の平均 を記 した◎培養初期 におけ

る不明瞭 な集落は± とし,集 落が密生 して融合 した もの

は。。と して記載 した◎

IN実 験 成 績

1)小 川法 とPetragnaBi法 との比較

12例 の喀演について得 た成績は第1表 に示す よ5に

集落の発生す る時期,及 び各週 におけ る集落数 も小川法

が優れ てい る。雑菌の混入 は両法 ともに見 られ な か つ

た。集落の大 きさは全例 において小川 法によるのが発育

が よい。
ヤ第1表 小川法及 びP

etragnani法 の比較

第2表 小 川法,Lδwen§teiR-Jensen法(白 金 耳 で

培 養)及 びPetragnsni法 の 比 較
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と相当劣 り,第6週 後 のたとえ集落数が多い例で も培養

初期 における集落の発生 は非常 に遅 れてい る。なお雑菌

の発生はいずれ にも見 られ なかつた。

3)小 川法 とLδwenste油 法(白 金耳で培 養 した場合

及びO.leeを 流注 した場合)の 比較

第3表 に示す よ うに,す べての例 でL-J法,と くに

0.1eeを 流注 した成績 が集落 の発生時期及 びその数か ら

見て優れ てい る◎雑菌 の発生は どの方法 に も見 られなか

つた◎

4)小 川渋,L5we鵜 重eh掃α・8α・法(0・]cr流 注)及

びPeterag}}ttni法 の比較

28例 についての成績 は第4表 に示す よ うに菌数の比

較的多い場合の成績 を見 るとL・・J法 が他 の2法 に比較

してか な り優れ ているが,第22例 以下の如 く,菌 数の

非常に少ない材 料を用い た場合の成績 では小川法 とL-

」法 との間 に差 を認 めることはできなかつたePet法 は

殆ん ど全例 におい て他 の培養法 より劣つ た成 績 で あ つ

た◎喀褻28例 中小川法 で集落発生 を認め,Pet法 で認

めない もの7例,こ の逆の ものが1例 であつ た◎小川法

で集落発生を認 め,L-J法 で認めなかつ た もの2例,

この逆の ものが 同様2例 あつた。叉L-J法 で集落発生

を認め,Pet法 で認めなかつ た ものが6例 で この逆の も

のは1例 もなかつた。この場合 にも雑 菌の発生 はいずれ

の法にも見 られ なかつた◎

第4表 小川法L6weMstein-Jensen法(0.1ee流 注)

及 びPetragnani法 の比較
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5)B.C。Gの 定量培 養

第1回 目に行つ た実験では第5表 その1に 示す ように

いずれの稀 釈の場合 にもL-J培 地 に培養 した成績が最

も集落数が 多 く,文 個 々の集落の発育 は1'et培 地が他

の培地 に比較 して悪かつた。第 獲,皿 の実験 では,1%

第一燐酸加 里培地 を加えて比較を行つ たの であ るが,わ

ずかながらL-J培 地 よ り第一燐酸加里培地 の方が集 落

～-11～
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数が多 く,10-4卿 稀釈では他 の培地 よ りもそれ ぞれ1

週間早 く集落の発生が見 られた。3%第 一燐酸加里培地

では,や は りL・J培 地 におけ る成績 よりも劣 つ て い

る◎

雑菌の発生は この場 合に も見 られなかつた。

第5表BeG定 量培養成績

撫 養培 地譜 ㌶ 議 週
ミ

Iiノ 」、Jll(3タ の0306565

∫占{ユO-4工 δw。019112U9

養lPet.Ol14ユ7

菌

霧 ・・一δ瓢3%)88髪ll
液lPet・001010

1小 川(・%)・i53U8・71翠豊{
10一㌔/』}炎1}{S

.3%)88,§ ≡ζi}葦i}

燥liP(》t、002158
ワ{

ク1小 川(1%)005766

ζ1・・-r>瓢3%)88器ll
l]Pet.00416

霧炉臆 髭1§ 冤1駕 峨
燥Pet.0054101

ワ

ク ノJ、川(1%)007374

ζ10--51/J!裂 よ5∫ヨタ6)882§ 老i珍l

Pet・ ・ … ・ …8

説:小 川(1%)と は,1%KH,PO4培 地 の こと

IV総 括 並 び に 考 按

喀養 よ りの結核 菌分離培 養法 について,小 川法,L-

J法,Pet法 の3培 養法を比較す ると,L-J法 で沈渣

をO.1ec宛 流注 して培 養 した成績が,発 生集落 数,及

び集落発生 の速 さにおいて他の方 法 よりも優れ てい るよ

うであつたが,非 常 に菌数の少ない材料の場合 を見 ると,

小川法 との闘にあま り差が見 られ なかつたΦ

Pet法 は他 に比較 して集落数 も少な く,集 落 発生の時

期 も遅 れる◎叉個 々の集落の大 きさを比較 して も発育が

劣つていたcMelvin?)屯 このPet法 がL-J法 よ り

も劣 ることを報 告 してい るΦ

βCGの 定量培 養成績では,1%及 び3%第 一一燐酸加

観培地,LJ培 地,及 びPet培 地 について比 較 し た

が,1%第 ・一燐酸加里培地が最 も集 落数が多 く,集 落発

生の時期 も速い ことが認 め られ た◎L-J培 地は これ よ

り幾分劣 り,つ いで3%第 一燐酸加里培地,Pet培 地の

順序の成績 を示 した・

雑菌 の発生は,著者が行つ た実験例数では,ど の培地 に

も混入 を認めなかつたのであるが,初 めて レJ培 地を

作製 した当時,滅 菌方法 を原法通 り,及 び小川培地 と同

様 に90。C,1時 顕1回 に したところ,全 例 に雑 菌が発

生 することがあつたので,第1日90。C,1時 聞,第2

日85◎C,30分 の条件で行 うことに よ り雑菌発 生 を防

ぐことがで きたePet培 地の場合 も原法 では高圧滅菌を

す るのであるが,実 際 に試みて見 ると培地 に 蜘 裂 が 生

じ,全 く使 用に耐 えないた め,当 初小川培地 と同様 にし

て滅菌 したのであるが,前 記L-J培 地の場合 と同様に

全例 に雑菌の発生を見 たので,滅 菌条件を前記L-J培

地 と同様 に2日 間 の問激滅菌 を行つた結果,雑 菌の発生

を防 ぐことがで きた。

この ことは両培地 ともに馬鈴薯澱粉が入つてい るため,

その申 に存在す る強力な細菌芽胞が,そ の汚染程度にも

よるで あろ うが,900C1時 聞1回 だけの滅 菌では 死滅

しない場合があ るものと思 う◎叉L-J,Pet両 培地φ

作製 に当つて 日本薬局法 の馬鈴薯澱粉を用いると粘稠度

が強いため に加温 しなが ら振襯 して も固まつて しまい困

難 であつたeし か るにDiffco製 の可溶性澱粉 を用い る

とこの よ うな ことが な く,容 易 に溶解混和することがで

きた。

V結 論

1)喀 屡中 よ りの結 核菌分離培養法 として,小 川法,

L6weRsteiB-JeBsen法,並 び にPetragnani(McNabb

変法)を 比較す ると.L6wenstein-Jellsell法 力1小川法

より幾分優れてい るよ うであ るePetragnani法 は前2

法 よりも相当劣つている。

2)BCGの 定猛培 養では小川の1%第 一燐酸加里培

地 が優れてい る○ 轡

稿 を終 るに臨み,柳 沢部長の御指導 と御校閲 を深謝い

た します 。
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